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Over Gele Kiemen (Bact. typhi flavum”) en hun 


verwantschap met typische Typhusbacillen 
(,Bact. typhi Eberth—Gaffky”) 
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Ik wil U iets mededeelen*) over de onderzoekingen, die ik 
de laatste 6 jaren in het Instituut van mijn leermeester E. G. 
Dresel, gedeelteliik alleen, gedeelteliik met hem en andere 
collegae (Stickl e.a.) gedaan heb en waarmee ik op het oogen- 
blik nog bezig ben. 

De plaats, waar ik gedurende vele jaren werkzaam was, 
(Greifswald in Pommern), bracht met zich mee, dat wij zeer 
veel onderzoekingen op typhusbacillen hebben moeten ver- 
_ richten. Wij hadden daartoe ook speciaal de gelegenheid, door- 
dat aan het Hygiénisch Instituut een ,,Medizinaluntersuchungs- 
amt” verbonden was, waar zoowel de bacteriologische als sero- 
logische onderzoekingen voor het toenmalige Pruisische district 
Stralsund gedaan werden. Het betreft hier een overwegend 
landelijk district, waar wegens de gedeeltelijk nog zeer gebrek- 
kige hygiénische toestanden — in het bijzonder wat de water- 
en melkhygiéne betreft — de typhus zeer verbreid is. In het 
district zijn slechts 2 tamelijk groote plaatsen (Stralsund met 
43000 en Greifswald met 29000 inwoners), verder 13 kleine 
plaatsen en 1099 dorpjes; het is dus, zooals reeds eerder ge- 


1) Voordracht, gehouden op de vergadering der Vereeniging voor 
Microbiologie op 18 November 1933 te Utrecht. Ik dank den voorzitter der 
vereeniging, Professor Schiiffner, evenals Prof. Wolff, wiens gastvrijheid 
ik op het oogenblik geniet, hartelijk voor de zgelegenheid, die zij mij geboden 
hebben, hier te spreken. 
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zegd, een overwegend landelijk district. Van belang is het 
verder, dat hierbij ook het eiland Riigen behoort. In de jaren 
1926—1932 kwamen in 138 (van de totale 1114) plaatsen 372 
gevallen van typhus abdominalis voor (d.w.z. in 12,7% der 
plaatsen werd in deze 7 jaren minstens €én typhusgeval waar- 
genomen. Zonder het eiland Riigen wordt dit getal zelfs 
16.6% !). Van belang is het, dat op Riigen in 3 steden, 8 bad- 
plaatsen en 36 kleine dorpen ook typhusgevallen in dien tijd 
zijn voorgekomen. Het eiland Riigen immers wordt ieder jaar 
door talrijke gezinnen met veel kinderen uit heel Duitschland 
bezocht en er bestaat gevaar voor infectie en verspreiding door 
den langen incubatietijd. Opvallend is het, dat in 82 (van de 
genoemde 138) plaatsen in 7 jaren slechts één typhusgeval 
voorkwam. Dresel heeft er op gewezen, dat deze manier van 
uitbreiding zich moeilijk alleen met de overigens niet bestreden 
beteekenis van de bacillendragers voor de epidemiologie van 
de typhus laat verklaren. 

De gele kiem, kortweg genaamd ,,Bacterium typhi flavum” 
(ik maak er geen aanspraak op, dat deze benaming termino- 
logisch heelemaal juist is) werd in hetzelfde tijdsbestek ge- 
vonden in 58 plaatsen en in 326 gevallen; in 38 dezer plaatsen 
zijn ook typische typhusbacillen waargenomen. 

Na dit korte overzicht over de getallenverhouding, wil ik 
nu aan het bacteriologisch gedeelte van mijn voordracht 
beginnen: 

Het Bact. typhi flavum is een gramnegatief, tamelijk goed 
bewegelijk staafje. (Bij vele stammen is de bewegelijkheid reeds 
bij kamertemperatuur duidelijk, terwiil deze bij andere slechts 
op de tot 37° C. verwarmde objecttafel kan worden waarge- 
nomen.) De bacillen vormen op agar, Endo- en Drigalski-agar 
een intensief gele kleurstof. Op de Endoplaten, die ik hier 
demonstreer, is ‘dit goed zichtbaar, verder is ook de sliimerige 
groei te zien, die bijzonder duidelijk op rhamnoseagar uitkomt. 
In tegenstelling met typische typhusbacillen vormen de flavus- 
stammen hierop geen knopjes. De stammen groeien goed in 
bouillon. Hier zou ik nog bij willen voegen, dat, naar in Utrecht 
opgedane ervaringen, het gebruik van vleeschbouillon voor den 
groei van de gele kiemen van groote beteekenis schijnt te zijn, 
daar zij op voedingsbodems met Liebig-Extrakt slecht groeien. 
In neutraalroodagar vormen zij op enkele uitzonderingen na 
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géén gas. Eventueel bestaande neiging tot gasvorming kan men 
duidelijker waarnemen bij de Eykman-proef. Lakmoeswei wordt 
rood, doch gaat soms bij lange observatie weer over in blauw; 
ik hecht aan deze vondst echter geen groote waarde, daar lak- 
moeswei niet altijd volkomen constant van samenstelling is en 
omdat ik dergelijke kleursveranderingen bij een reeks typhus- 
stammen, die ter contréle onderzocht werden, ook waarnam. 
Barsiekow-Lactose blijft steeds onveranderd, Barsiekow-Glu- 
cose, -manniet- en -maltose worden sterk zuur (rood). Tot zoo- 
ver is het gedrag op de differentieelvoedingsbodems gelijk aan 
dat van de typische typhusbacillen..Een kardinaal verschil, dat 
evenals de kleurstofvorming de gele kiemen typeert, en dat 
door ons van het begin af aan waargenomen is en door alle 
latere onderzoekers bevestigd is, is het gedrag in saccharose, 
die door typische typhusbacillen, zooals bekend, nooit aangetast 
wordt, terwijl de gele kiemen deze sterk zuur maken. Behalve 
deze voedingsbodem, die wij steeds gebruikten, hebben wij nog 
een heele reeks andere voedingsbodems en onderzoekings- 
methoden erbij betrokken, b.v. gelatine, loodacetaatagar, bloed- 
agar, malachitgroenagar, onderzoek naar de indolvorming vol- 
gens Neisser en Pringsheim, muizenproeven, enz. Het zou te ver 
voeren, als ik hier in extenso de resultaten van al deze onder- 
zoekingen zou meedeelen. Men kan deze aldus samenvatten — 
en op deze manier hebben von Gara en Stickl dit reeds in 
1930 gepubliceerd — dat het Bact. typhi flavum zich in vele ge- 
vallen hetzelfde gedraagt als het typische Bact. typhi, terwijl er 
bij verscheidene voedingsbodems en onderzoekingsmethoden 
min of meer afwijkingen van het typische Bact. typhi blijken te 
bestaan. Hierop moet steeds weer den nadruk gelegd worden, 
omdat dit helaas aan eenige latere onderzoekers ontgaan schijnt 
te zijn; deze komen steeds weer met bewijzen dat het Bact. typhi 
flav. niet identiek met het typische Bact. typhi Eberth-Gaffky 
is. Daartegenover wil ik er hier nog eens uitdrukkelijk op wijzen, 
dat wij van het begin af aan, de gele kiemen niet als identiek 
met de typische typhusbacil hebben beschouwd en aangeduid, 
maar dat wij ze voor reversibele overgangsvormen met eigen, 
kenmerkend gedrag op verscheidene voedingsbodems hielden. 
Ik ben er trouwens van overtuigd, dat deze onderzoekingen nog 
geenszins afgesloten zijn en dat door gebruik van nog meer 
voedingsbodems nog verder zal kunnen worden vastgesteld, 
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dat een met typhusbacillen identiek of niet-identiek gedrag 
bestaat. Dit is zeker interessant, maar voor het heele probleem 
niet bizonder belangrijk. 

Over de Serologie valt op te merken, dat wij van het begin 
af aan talrijke agglutinatieproeven uitgevoerd hebben met be- 
hulp van serum van konijnen, die ingespoten waren met 
typhusbacillen of met gele kiemen. De titer schommelde sterk, 
sommige gele stammen werden door typhusserum geaggluti- 
neerd, andere niet; hetzelfde geldt voor het omgekeerde. 

Ofschoon uit het bovenstaande blijkt, dat er op vele en be- 
langrijke punten een groote overeenkomst bestaat met het typi- 
sche Bact. typhi Ebert-Gaffky, zouden wij natuurlijk geenszins 
gerechtigd zijn geweest, uit de tot nog toe medegedeelde vondsten 
alleen, tot een samenhang of verwantschap tusschen typhus en 
flavus te besluiten, als wij niet het geluk gehad hadden, deze door 
experimenten te kunnen bewijzen. Ik geloof, dat men de belang- 
rijkste punten in de volgende vragen kan samenvatten, die ik 
daarna zal bespreken en beantwoorden: Bestaat er de een of 
andere verwantschap tusschen typhus en flavus? Is er getracht 
deze experimenteel te bewijzen en zijn de proeven bewijzend? 
Zijn ze reproduceerbaar door ons en hebben ie andere deskun- 
digen onze vondsten bevestigd? 

De eerste vraag: Bestaat er een verwantschap tusschen 
typhus en flavus? moeten wij op grond van onze experimen- 
teele resultaten zonder twijfel bevestigend beantwoorden. Het is 
tot nu toe meer dan 20 maal gelukt om Flavusstammen in typi- 
sche typhusbacillen over te voeren en niet alleen geregeld door 
ons zelf, maar ook met dezelfde en met andere stammen door 
collega Grossmann, assistent van Reichenbach in G6ttingen en 
door Sobernheim in Bern. Er werden hierbij verschillende 
methoden toegepast. De eerste, eenvoudigste en zeer betrouw- 
bare methode bestond daarin, dat wij van de voor de proef te 
gebruiken stam eerst verschillende malen volgens de methode 
van Koch agarplaten goten. 

Hierna werden de op hun zuiverheid bacteriologisch en 
serologisch onderzochte kiemen, dagelijks van agar op agar 
overgeént en werd de methode van Koch dikwijls herhaald. Op 
deze wijze werden verscheidene stammen weken- en maanden- 
lang bewerkt zonder dat bij de zeer talrijke onderzoekingen, 
die over het algemeen één maal per week uitgevoerd werden, de 
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een of andere verandering kon worden vastgesteld. Bij andere 
kiemen daarentegen traden vroeg of laat kleurlooze varianten 
op, die bij nader onderzoek interessante eigenschappen bleken 
te bezitten. Vele van deze kleurlooze vormen gedroegen zich 
op enkele differentieele voedingsbodems (b.v. maltose) anders 
dan de oorspronkelijke flavusstammen. Natuurlijk werden ook 
de kleurlooze varianten verder onderzocht (platenmethode, 
enz.). Van tijd tot tijd. bleek echter een dergelijke kleurlooze 
variant typische typhus te zijn, d.w.z. de verandering was in 
dit geval plotseling opgetreden. In weer andere gevallen gelukte 
deze overgang tot typische typhus pas veel later uit de kleur- 
looze atypische varianten. Vele van deze varianten waren 
trouwens zeer labiel: zij gingen zeer gemakkelijk weer naar den 
gelen uitgangsvorm terug, andere daarentegen waren zeer 
stabiel en veranderden in het geheel niet meer. Hieronder laat ik 
een tabel en 2 schema’s volgen uit de publicatie van von Gara 
en Stickl (1930) waaruit de cultuureigenschappen van de gele 
stammen en de tot toen waargenomen atypische vormen zijn 
af te lezen, evenals de wijze, waarop zij in elkaar zijn over te 
voeren. Er moet echter nadrukkelijk op gewezen worden, dat 
niet alle tusschenvormen, die wij later gevonden hebben, hierbij 
in aanmerking zijn genomen. 


38 2 
NAAM 2s 3 Endoagar 
ae 3 
Ze 3 
B. typhi O | kleurloos 
» ty flav. ++ | geel 
» ty atyp, 2 ++ | kleurloos 
» ty atyp, B O | kleurloos 
ty flav. 
e eS a ++ | kleurloos 
» ty flav. 
atyp. B geel 


De volgende schema’s toonen de toen door ons waarge- 


1) O = onveranderd. + =roodkleurig. ++ = roodkleurig en neerslag. 
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nomen veranderingen van de flavusstammen en hun reversi- 
biliteit. 
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Behalve deze betrekkelijk eenvoudige methoden zijn er nog 
verschillende andere gebruikt, waarvan ik U enkele in het kort 
zal schetsen. In de eerste plaats de overenting op planten, die 
door Stickl uitgevoerd werd en zeer interessante resultaten gaf. 
Het gelukte op deze manier, typhusstammen ,,in vivo” in gele 
stammen te veranderen, die identiek waren met onze uit 
menschelijk materiaal gekweekte stammen, die in vitro weer 
tot typische typhusbacillen gevoerd konden worden. Daaren- 
tegen gelukte het niet, door plantenproeven de gele stammen 
,in vivo” in typische typhusbacillen te veranderen. Op grond 
van onze op andere manieren verkregen ervaringen (die ik U 
nog mee zal deelen) kan men aannemen, dat dit feit in nauwe 
betrekking staat tot de temperatuur. De plantenproeven werden 
bij kamertemperatuur uitgevoerd. Het schijnt, dat de verande- 
ring van B. typhi in de gele varianten ook bij kamertemperatuur 
mogeliik is, of misschien zelfs beter gaat. De terugkeer van gele 
stammen tot typische typhusbacillen schijnt daarentegen aan 
de broedstooftemperatuur (37° C) gebonden te zijn. Ik wil er 
nog op wijzen, dat Stickl nooit gele stammen kon kweeken uit 
niet met typhusbacillen geénte planten. 

Verder kon ik kort geleden uitvoerige mededeelingen doen 
over proeven, waarbij het gelukt was, een overvoering van 
flavusstammen in typische typhusstammen door’ verandering 
der waterstofionenconcentratie van de voedingsbodem te be- 
reiken en tenslotte deel ik in dezelfde publicatie mede, dat ik 
een flavusstam, die wij jarenlang tevergeefs bewerkt hadden, 
door overenting op kippeneieren overvoeren kon. Deze laatste 
vondst is bijzonder interessant. Het betrof hier een bacil, die 
uit de urine van een krankzinnige gekweekt was, die niet voor 
typhus karakteristieke symptomen had, aan koorts leed en die 
kort daarna stierf. Wij hadden hierover verder geen nadere 
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onderzoekingen kunnen doen. Kort daarna was in het betref- 
fende krankzinnigengesticht een endemie uitgebroken, waar- 
over Dresel en Stickl uitvoerig gepubliceerd hebben. Zij vonden 
toen van de 996 patiénten van het krankzinnigengesticht 146 
op de een of andere manier met flavus geinfecteerd, waarvan 
11 het typische ziektebeeld van typhus hadden. Typische 
typhusbacillen konden echter niettegenstaande herhaalde onder- 
zoekingen niet aangetoond worden. De overvoering van de 
flavusstam door kweeken in kippeneieren in een typische typhus 
bevestigde ons vermoeden, dat voor het tot stand komen van 
de typhusendemie het Bacterium typhi flavum mede aansprake- 
liik was. 

Uit deze met uiteenloopende methoden bij verschillende 
stammen door verschillende onderzoekers in verschillende landen 
verkregen resultaten kan de conclusie getrokken worden, dat 
er een verwantschap tusschen flavus en typiius moet bestaan. 

De tweede vraag luidde: Is deze verwantschap experimen- 
teel bewezen? Wij hebben er vanzelfsprekend groote waarde 
aan gehecht, om met zuivere culturen te werken en hebben ons 
door het herhaaldelijk gieten van platen hiervan overtuigd. De 
vraag rijst nu, of het niet doelmatiger was geweest, slechts van 
ééncelculturen uit te gaan? In de eerste plaats moet ik er op 
wijzen, dat bij vier gelukte proeven inderdaad van ééncelcul- 
turen, verkregen volgens Burri, uitgegaan werd. Afgezien daar- 
van, dat de kans met een kolonie te werken, die uit méér dan 
één kiem ontstaan is, na herhaald toepassen van de platen- 
methode (Koch), zooals reeds gezegd, zeer gering is, mag men 
met alle waaideering voor de beteekenis van de ééncelculturen 
niet vergeten, dat het hier gaat om sterke ingrepen in de bio- 
logie der microorganismen, waarbij een beschadiging van enkele 
gevoelige kiemen niet uitgesloten is en misschien zijn juist de 
variable kiemen wel de gevoeligste. Verder kan het verwijderen 
van cellen uit hun gewone milieu ook van beteekenis zijn. 
Speciaal de Oostindische-inkt-methode is een sterke ingreep. 
- Daar wij, helaas, geen micromanipulator bezaten, hebben wij 
den heer Wamoscher (Berlijn) gevraagd, voor ons een reeks 
ééncelculturen te vervaardigen. Hierbij kwamen zeer interes- 
sante resultaten voor den dag. Het blijkt, dat er veel meer 
soorten schijnen te bestaan, dan wij eerst aangenomen hadden. 
Zoo zijn er cellen met een groeioptimum bij broedstooftempe- 
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ratuur (37° C), terwijl aridere weer beter bij lager temperatuur 
groeien. Deze vondst maakte ons vele vroegere waarnemingen 
duidelijk en leidde ons tot het opstellen van de volgende hypo- 
these: klaarblijkeliik gaat het hier om een lange reeks, waar- 
van aan het eene eind de typische sterk pathogene typhusbacil 
met het bekende groeioptimum bij 37° C staat en aan het andere 
einde een, misschien nog niet gevonden, (gele?) eindvorm met 
een kenmerkend lager groeioptimum. Bij de gevonden bacillen 
heeft men te doen met een aantal tusschenvormen. Door ver- 
dere onderzoekingen zullen er misschien nog verdere vormen te 
vinden zijn. Als speciaal variabel kan men echter die vormen 
aanmerken, die een groeioptimum hebben, dat met dat van de 
typhusbacil -gelijk is of er zeer dichtbij ligt. Daarvoor pleit ook 
de volgende door mij gedane waarneming, dat de slechts bij 
kamertemperatuur goed groeiende vormen geen enkele neiging 
tot variatie vertoonden. Wel gelukte het echter meermalen van 
de bij 37° C goed groeiende eencelculturen door voortkweeken 
het afsplitsen van kleurlooze varianten te krijgen, die zich vol- 
komen gelijk gedroegen als de bij onze vorige proeven ge- 
vonden kleurlooze typen. De volledige omzetting is uit deze 
vormen weliswaar nog niet gelukt, doch de tijd was hiervoor 
wel te kort, zoodat ik nog niet definitief hierover kan oordeelen. 
Bij al deze proeven moet men ook bedenken, dat het steeds een 
gelukkig toeval is, als men juist met een variabelen stam werkt 
en als deze stam in de geschikte phase is. Ik heb in verband 
hiermee een zeer interessante waarneming gedaan. Bij mijn 
proeven met kippeneieren heb ik binnen 3 weken 3 proefreeksen 
persoonlijk uitgevoerd en wel gedeeltelijik met dezelfide flavus- 
stammen. Het bleek nu, dat één stam bij een proefreeks in het ge- 
heel geen verandering gaf, bij de tweede proefreeks traden kleur- 
looze varianten op en bij de derde proefreeks kwam de vol- 
ledige verandering tot stand. Als dus binnen een betrekkelijk 
korte tijdsruimte één en dezelfde onderzoeker met één en de- 
zelfde methode en één en dezelfde stam zulke verschillende 
resultaten kan krijgen, die met de phase van een op zichzelf 
variabelen stam samenhangen, dan mag men niet verwonderd 
zijn — daarover kom ik straks te spreken — als de reprodu- 
cee1baarheid vaak op moeilijkheden stuit. 

Deze reproduceerbaarheid — de laatste der gestelde vragen 
— is een goede, maar juist bij een variabiliteitsonderzoek soms 
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moeilijk te vervullen eisch. Ik herinner U hier aan een zin van 
E. Gotschlich, die schrijft: ,,dass einwandfrei positive Befunde, 
mogen sie noch so selten sein und auffallend erscheinen nicht 
durch Nachpriifungen mit negativem Ergebnis wiederlegt 
werden kénnen”. Onze stammen zijn de laatste jaren aan vele 
Duitsche bacteriologen ter onderzoek toegezonden en verder 
nog naar de volgende landen: Rusland, Denemarken, Zwitser- 
land, Italié, Hongarije, Tsjecho-Slowakije en Bulgarije. Naar Hol- 
land hebben wij aan Dr. van der Hoeden op zijn verzoek een 
flavusstam gezonden. Ik kan op de onderzoekingen, die zich 
slechts bezig hielden met het zoeken van verschillen tusschen 
typhus- en flavusstammen niet verder ingegaan, omdat dit mij 
te ver zou voeren en omdat het, zooals Reichenbach in Gdt- 
tingen, een leerling van Fliigge, volkomen juist constateerde, 
op zichzelf onbeteekenend is, op deze van het begin af aan aan- 
gegeven verschillen steeds weer den nadruk te leggen. Als 
eenige onderzoekers (Sonnenschein, Kathe, Hirsch) een ver- 
andering van den flavusstam tot een typische typhusbacil bij 
hun onderzoekingen niet vast konden stellen, dan kan dit ten 
deele aan een veranderde techniek en ten deele aan een te 
korten tijd van onderzoek liggen. Daar ik U aan de hand van 
mijn ervaringen kon laten zien, dat de bacterién niet steeds 
beteid zijn zich te veranderen, geven deze negatieve resultaten 
toch geenszins het recht om onze herhaalde uitkomsten te ont- 
kennen. Daar komt echter bij, dat Grossmann in Gottingen en 
Sobernheim in Bern al onze vondsten konden bevestigen zoo- 
wel met stammen, die wij hun gezonden hadden, als met flavus- 
stammen, die zij zelf (in Gottingen, resp. Bern) gevonden 
hadden. Beide verklaren verder, dat ook bij de door hen ge- 
volgde werkmethoden, fouten absoluut uitgesloten waren. De 
vraag van de reproduceerbaarheid kan dus beslist met ,,ja” 
beantwoord worden. Ik wil hierbij nog opmerken, dat twee door 
ons uit gele stammen verkregen typhusstammen door Sonnen- 
schein en Kristensen als zoodanig erkend werden. Ik wil nog 
kort een gemaakte tegenwerping bespreken. Men vroeg zich ai, 
of de typhusculturen niet van te voren reeds in de flavuscul- 
turen aanwezig zouden zijn geweest, daar wij ,,slechts” met 
platen gieten en niet steeds met ééncelculturen gewerkt hebben. 

Hierbij kan men echter met Reichenbach en Grossmann 
terecht opmerken, dat het toch zeer merkwaardig zou zijn, dat 
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altijd typhusbacillen als ,,verontreiniging” voorgekomen ijn, 
nooit b.v. Bact. coli, dat in het uitgangsmateriaal zeker ook 
aanwezig was. Verder is het zonderling, dat deze ,,verontreini- 
ging” pas na weken of maanden te voorschijn kwam en wel niet 
alleen geregeld bij ons, maar ook bij andere betrouwbare bac- 
teriologen in andere plaatsen en landen (Grossmann, Sobern- 
heim). Ten slotte is een zoo lange ,,symbiose” van typhus- en 
flavusstammen niet waarschijnliik na de onderzoekingen, die 
Vasilieff in Kiew mij per brief meedeelde. (,,Die Eberthella typhi- 
Stimme unterdriicken das Wachstum des B. typhi flavum, 
wenn sie zu Bouillonkulturen des letzteren zugesetzt werden”). 

Tot slot van mijn experimenteel-bacteriologische onder- 
zoekingen wil ik nog opmerken, dat Dr. Schouten zoo vrien- 
delijk is geweest, om eenige ééncelculturen voor mij te isoleeren, 
waarmee ik op het oogenblik proeven doe. En verder moet ik 
na nieuwe waarnemingen, die gedurende mijn werkzaamheid in 
Utrecht in den allerlaatsten tijd werden gedaan, nog kort op- 
merken, dat het verschijnsel van d’Hérelle bij het heele vraag- 
stuk toch een grootere rol speelt, dan ik vroeger gemeend heb. 
Ik ben nog met onderzoekingen hierover bezig en hoop spoedig 
daarover meer te kunnen meedeelen. 


Ik kom nu aan het klinisch-epidemiologisch deel van mijn 
voordracht. Dresel heeft in een kortgeleden gepubliceerde 
mededeeling de volgende vier hoofdgroepen opgesteld. Men 
kan vinden: 

I. Typische typhus met typische typhusbacillen en later 
flavusvondsten met gelijktijdige verdwijning der typische typhus- 
bacillen. Dergeliike waarnemingen deden wij in een geval waarbij 
wij de flavus uit het bloed van een patiént kweekten en ver- 
scheidene malen bij het kweeken uit de urine van verschillende 
patiénten. Zij wijzen in de richting van een verandering der 
typhusbacillen gedurende de ziekte — in vivo — in flavus- 
stammen. 

ll. Typische typhus zonder typische typhusbacillen, echter 
met flavusvondsten. Hiertoe behooren een reeks oudere vond- 
sten, waarbij bij typische typhusgevallen gele kiemen gevonden 
worden, zonder dat een verwantschap met de typhusbacil be- 
wezen kon worden, daar dit pas door de door ons medegedeelde 
kweekmethode mogelijk was. De oudere literatuur is in de be- 
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doelde publicatie van von Gara en Stickl genoemd. (v. Hévell, 
KG@hlisch e.a.). Nieuwere mededeelingen stammen uit Tsjecho- 
Slowakije en Hongarije. Zoo deelt de Strészner (Boedapest) 
mede, dat hij een flavusstam in melk en geen gewone typhus 
gevonden heeft; van deze melk had een gezin gedronken, 
Wwaarin toen een typische typhus abdominalis optrad. Obrtel 
(Praag) vond flavus in het bloed van een typhuspatiént en 
Ungar en Malek (Praag) isoleerden driemaal flavusstammen 
uit urine en tweemaal uit bloed bij drie patiénten, waarvan 2 
typische typhussymptomen vertoonden, Wijzelf vonden 15 maal 
in het bloed Bact. typhi flavum (zonder typische typhus- 
bacillen in het bloed of de uitscheidingsproducten van deze 
patiénten te kunnen aantoonen) en in 11 van deze patiénten was 
door den behandelenden geneesheer op grond van den verderen 
toestand verdenking op typhus abdominalis uitgesproken. 
Bovenstaande vondsten pleiten ervoor, dat ook een infectie met 
Bact. typhi flavum een op de typische typhus abdominalis zeer 
veel gelijkend ziektebeeld kan geven. 

III. Atypische ziektebeelden met flavusvondsten. Hiertoe 
behooren vondsten, waarover Dresel en Stickl na onderzoek 
van alle patiénten uit het provinciale krankzinnigengesticht 
Stralsund publiceerden; van 996 onderzochte patiénten waren 
er 146 op de een of andere manier (bacteriologisch of sero- 
logisch) met het Bact. typhi flavum besmet. 58 van deze 146 
personen leden aan niet-karakteristieke symptomen (lichte 
koorts met diarrhee), 11 toonden klinisch het typische beeld 
van typhus abdominalis. Het zou te ver voeren, als ik hier op 
de details van dit onderzoek inging, ik wil echter nog eenige 
verdere waarnemingen meedeelen, die eveneens hierbij behooren. 
Wij vonden flavusbacillen bij 14 patiénten met de volgende 
niet-karakteristieke ziektebeelden: typhus?, koortsachtige darm- 
katarrh, koortsachtige cystitis, atypische pneumonie, botulis- 
mus, enz. Bijzonder interessant is de waarneming van Mej. Dr. 
Kraemer, assistente van het hygiénisch instituut te Keulen: deze 
werd ziek aan een met koorts gepaard gaande enteritis. De 
bloedformule was bij haar, evenals bij andere niet-karakteris- 
tieke gevallen in het algemeen niet pleitend voor typhus. Uit 
haar bloed werden tweemaal flavusstammen gekweekt, terwiijl 
andere kiemen niet werden gevonden. Korten tijd daarna werd 
de verpleegster van Mej. Kraemer ziek met dezelfde klinische 
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symptomen en ook uit haar bloed werden gele kiemen gekweekt. 
Hiertoe behoort misschien ook een geval, door Dr. van der 
Hoeden in Utrecht waargenomen en waarover hij zoo vriendelijk 
was mij de volgende gegevens te verstrekken. Patiénte (42 jaar 
oud) leed sedert zes maanden aan voortdurende bloederig- 
sliimerige diarrhee. Sedert 13 dagen koorts, geen brakingen, 
hoofdpijn of neusbloeden. Diazo negatief. Toxisch bloedbeeld: 
segmentkernige 8%, staafkernige 55%, jeugdvormen 4%, eosi- 
sinophiele cellen 0%, lymphocyten 33%. Na 10 dagen exitus. 
De sectie gaf te zien: sterk verbreide colitis ulcerosa met groote 
wondvlakten, geen kenmerken van sepsis. Het bloedserum van 
de patiénte gaf agglutinatie met typische typhusbacillen 1 : 50 
+-+-+, 1:250 zwak +. De eigen flavusstam werd door het 
serum van de patiénte niet geagglutineerd; ook de complement- 
bindingsreactie was negatief. Ik wijs echter op het reeds dik- 
wijls vermelde vaak zeer schommelende serologische gedrag 
van de flavusstammen. Bovendien zijn de ontbrekende agglu- 
tininen misschien door de over het algemeen zeer slechten toe- 
stand van de patiénte te verklaren. 

IV. Typische typhus met typhusbacillen en met flavus- 
vondsten in de omgeving. Ook hierover hebben wij interessante 
onderzoekingen van ons en anderen (Speiser), doch ter wille 
van de plaatsruimte wil ik slechts op één geval dieper ingaan. 
In het voorjaar 1932 kregen in Greifswald de vrouw van een 
politieagent en haar kind typische typhus abdominalis. De man 
voelde zich eveneens niet erg gezond, maar nam toch zijn dienst 
waar. Na eenige weken kreeg hij een zwaar recidief en stierf. 
De geheele in aanmerking komende omgeving, alle melkleveran- 
ciers van de kleine stad werden toen grondig onderzocht, zonder 
dat wij een aanknoopingspunt voor de infectie konden vinden. 
In denzelfden tijd traden er enkele verspreide typhusgevallen 
in de stad op. Het onderzoek van den groentehandelaar, waarbij 
de vrouw van den politieagent haar fruit en groente kocht, 
bracht nu het interessante feit aan het licht, dat zoowel de 
groentehandelaar zelf, als zijn dochter in hun urine Bact. typhi 
flavum uitscheidden. Ik heb toen door een doctorandus (Frantz) 
verschillende groenten en fruitsoorten, die gedeeltelijk ook rauw 
gegeten worden op de aanwezigheid van flavusstammen laten 
onderzoeken (tomaten, appels, peren, sinaasappels, bananen, 
druiven, kool, spinazie, wortelen, peterselie, ramanas, ui, sla). 
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Zoowel de buitenkant (39 x) als het inwendige (26 x) werden 
onderzocht. Vier maal en wel aan den buitenkant van bananen, 
sla, kool, en wortelen, werden flavusbacillen gevonden. Ik weet, 
dat deze vondsten niet bewijzend zijn, maar ik houd ze toch in 
verband met het heele vraagstuk, voor zoo interessant, dat ik 
U hiervan mededeeling wil doen. 

Samenvattend zou ik over het klinische deel willen zeggen, 
dat het — overeenkomend met de verschillende vormen van 
flavusstammen — zeer wisselend is. Naast typische typhus- 
gevallen met de bekende klassieke symptomen (koortscurve, 
bloedbeeld, enz.) zijn er niet-karakteristieke ziektebeelden van 
enteritis met koorts en onbepaalde bloed- en urineuitkomsten. 
Het is echter niet twijfelachtig, dat het bact. typhi flavum slechts 
ziektebeelden veroorzaken kan, die min of meer met dat van 
typische typhus abdominalis overeenkomen. 

Over de epidemiologie wil ik vanwege de plaatsruimte 
slechts enkele bijzonder interessante feiten meedeelen. 

Zooals ik U reeds vertelde vonden wij in Greifswald in de 
jaren 1926—1932 in het geheel 372 gevallen van typhus abdo- 
minalis en in dezen tijd 326 maal het bact. typhi flavum. (Het 
aantal flavusvondsten is zooals Prof. Dresel mij op mijn vraag 
van 9 November 1933 meedeelde, intusschen tot 367 gestegen). 
Verreweg het grootste aantal werd uit urine gekweekt (meer 
dan 320), uit faeces (19), uit bloed (15), uit galblaasinhoud (6), 
verder neg enkele stammen uit duodenumsap, pleuraexsudaten, 
keeluitstrijken. (Op de vondsten in water en melk — Strdssner 
— ga ik liever niet verder in, omdat ik dan te veel zou afdwalen). 
Het feit, dat er meer urinestammen zijn dan faecesstammen — 
er werden ongeveer gelijke hoeveelheden onderzocht (van beide 
ongeveer 11000 onderzoekingen) spreekt beslist voor een 
‘passage van de kiemen door het organisme en, daar de faeces- 
en urineonderzoekingen op dezelfde manier verwerkt werden, 
beslist tegen de hypothese, dat men hier te doen heeft met een 
gewone, secundaire verontreiniging. 

Hieronder volgt een overzicht van de maandelijksche ver- 
deeling van het aantal typhus- en flavusstammen uit de jaren 
1928—1932. 
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Uit deze samenstelling kan men 
in de eerste plaats een betrekkelijk 


21 Januari 29 regelmatige verdeeling over het heele 
11 | Februari 35 jaar zien, met een eenigszins ver- 
10 | Maart 28 schoven zomertop in September voor 
fe ae . typhus en een minimum in November. 
25 | Juni 7 De top voor flavus ligt in October, 
27 | Juli 32 dus later dan voor typhus, het mini- 
25 | Augustus 26 mum ligt in Mei. 

50 September 33 


a eae = Onafhankelijk van onze experi- 

8 ieee 33 menteele resultaten, die ik U vandaag 

12 | December 13 meegedeeld heb, blijkt uit dit over- 
gyn creer ae nea zicht, dat onze hypothese, dat de 
115 typhus in den gelen vorm overgaat, 
—__+——_____—__———_ zeer goed waar kan zijn (Octobertop 
van flavus, Septembertop van typhus). 

Ten tweede valt de verhouding 88 : 213 (typhus : flavus) in 
de wintermaanden tegenover 165 : 115 in de zomermaanden op. 
Volgens onze experimenteele vondsten gelukt het overvoeren 
van typhusbacillen in flavusvorm ook beter bij lager tempera- 
tuur (misschien slechts alleen bij lager temperatuur?), terwiijl 
het terugvoeren van flavusstammen in typische Bact. typhi 
Eberth—Gafiky tot nog toe slechts bij broedstooftemperatuur 
(37° C.) mogeliik is geweest. 

De experimenteele vondsten en de hier meegedeelde, onaf- 
hankeliik daarvan gevonden verdeeling in de jaargetijden 
vormen zoo één geheel. 

In een reeks gevallen hebben wij bij een en denzelfden 
persoon herhaaldelijk (3 en 4 maal in langere of kortere tijds- 
perioden) het bact. typhi flavum gevonden. Het is moeilijk te 
zeggen in hoeverre dragers en uitscheiders van de kiemen 
epidemiologisch van beteekenis zijn. Het is bekend, dat ongeveer 
3% van de menschen, die typhus doorgemaakt hebben, nog 
betrekkelijk lang daarna bacillen uitscheiden en zoo tot infecties 
aanleiding kunnen geven, kunnen maar niet moeten. De betee- 
kenis van de bacillendragers mag zeker niet onder-, maar mag 
ook niet overschat worden. Wij weten, dat vele typhusbacillen- 
dragers dikwijls eerst na jaren en tientallen jaren infecties ver- 
oorzaken, dikwijls spelen hierbij secundaire infecties een groote 
rol. Een ,,subject”, dat is een bacillendrager, die de noodige, 


88 Oct.—Mrt. 
165 Apr.—Sept. 
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algemeen gebruikelijke zindelijkheidsmaatregelen in acht neemt, 
zal, als de overige hygiénische verhoudingen van de betreffende 
plaats niet al te slecht zijn, misschien nooit een nieuwe infectie 
veroorzaken, zelfs als hij veel bacillen uitscheidt. Voor iedere 
infectie is dan ook nog een geschikt ,,object” noodig. 

Deze dingen zijn eigenlijk vanzelfsprekend. Ik vermeld ze 
slechts, omdat Kathe alleen omdat hij bij een korte observatie- 
periode van enkele weken of maanden bij eenige flavusstammen- 
dragers géén nieuwe infecties tot stand zag komen, de te ver- 
gaande conclusie trekt, dat flavusdragers niet ter verklaring van 
nieuwe infecties in aanmerking komen. Waarom vergt men van 
de flavusuitscheiders meer, dan van de uitscheiders van typische 
typhusbacillen? 

Als ik dus nog even kort samenvat, wat ik U heden mee- 
deelde, dan blijkt het volgende: 

De gele kiemen, die men met ,,Bacterium typhi flavum’ 
aanduidt, zijn gramnegatieve bacillen, waarvan. de hoofdken- 
merken zijn: Vorming van een intensief gele kleurstof en ver- 
gisting van saccharose. Overigens gelijken ze het meest op 
typische typhusbacillen. 

Deze kiemen werden door ons in vele honderden gevallen 
gekweekt, het meeste uit urine, verder uit faeces, bloed en ander 
materiaal. De bacillen werden gevonden in materiaal, dat van 
personen stamde, die klinisch typische typhussymptomen ver- 
toonden, maar ook bij personen, die géén karakteristiek ziekte- 
beeld vertoonden, verder ook bij klinisch schijnbaar gezonden en 
dikwijls in de omgeving van typhuspatiénten. Soortgelijke vond- 
sten werden sedert dien tiid door talrijke andere onderzoekers 
in verschillende landen gedaan. 

Het is ons zelf herhaaldelijk met verschillende methoden 
bij verschillende stammen gelukt, deze gele kiemen in vitro 
direct of met een omweg. over reversibele overgangsvormen tot 
typische typhusbacillen over te voeren, ook met behulp van één- 
celculturen volgens Burri. Onze vondsten zijn met onze en 
andere stammen door Grossmann in Gottingen en Sobernheim 
in Bern, die zich sedert tientallen jaren zelf met variabiliteits- 
studies bezig houdt, geheel bevestigd. 

Of een gele kiem variabel is en daartoe in de juiste phase 
is, kan van te voren niet beslist worden. Waarschijnlijk hangt 
dit er van af, hoe ver hij zich van zijn oorspronkelijken uitgangs- 
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vorm (de typische typhusbacil) reeds heeft verwijderd en zelf 
een betrekkeliik constante vorm is geworden. 

Het is mogelijk, dat hierbij volgens de nieuwste onder- 
zoekingen het verschijnsel van d’Hérelle een grootere ro] speelt 
dan tot nog toe aangenomen werd. 

De klinische, epidemiologische en prophylactische gezichts- 
punten werden eveneens kort aangestipt. 

In het bestek van deze voordracht kunnen natuurlijk niet 
alle details voldoende tot hun recht komen. Het zou mij genoegen 
doen, als het mij gelukt was, Uw belangstelling voor dit gewich- 
tige probleem op te wekken, waarvan de oplossing alleen door 
medewerking op breedere basis mogelijk is en ik zou het op prijs 
stellen, als deze voordracht tot dit doel meegewerkt heeft. 
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Over ,Sporenphagen” en ,,Modderphagen” *). 
DOOR 


Dr. L. E. DEN DOOREN DE JONG. 


Tot heden was het mij gelukt actieve bacteriophagen te 
verkrijgen uit de verhitte sporen van de sporenvormers: Bac. 
megatherium, Bac. undulatus of Bac. mycoides en Bac. luteus 
en was steeds hun werking onderzocht ten opzichte van hun 
soortgelijike (homologe) mutilaten, dus van de megatherium- 
phagen op de megatherium-mutilaten en van de undulatus- 
phagen op de undulatus-mutilaten etc. 

Wanneer evenwel megatherium-phagen zooals 333, 897 en 
in het bijzonder 899 — welke laatste vooral ten opzichte van een 
aantal megatherium-mutilaten lzie Studien II of (1)! een buiten- 
gewone activiteit had getoond — op uitstrijkingen van de tot een 
andere soort behoorende undulatus-mutilaten werden gebracht, 
dan gelukte het nimmer (er werden bij deze proefnemingen 
honderden combinaties gemaakt!) daarin plages te doen ont- 
staan, ook niet wanneer undulatus-mutilaten werden gebruikt 
welke een groote gevoeligheid voor wndulatus-phagen hadden 
getoond zooals de mutilaten 1101b en 1102b. 

Evenmin gelukte het met behulp van undulatus-phagen, 
zooals bijv. 1108, 1109 en 1110, welke ten opzichte van de undu- 
latus-mutilaten 1101b en 1102b actief waren gebleken, plages te 
doen ontstaan in uitstrijkingen van megatherium-mutilaten 
_welke voor de megatherium-phagen een groote gevoeligheid 
bezaten zooals 338b’, 900b en 902b*). 


") Voordracht te Utrecht gehouden op 18 November 1933 voor de 


Nederlandsche Vereeniging voor Microbiologie. 
1) Sensibilisatie op 10% peptonagar had ook niet de geringste uit- 


werking. 


18 


Ook bleek het niet mogelijk plages te doen ontstaan bij de 
inwerking van den megatherium-phaag 899 op uitstrijkingen van 
gevoelige (1161b en 1165b) en ongevoelige mycoides-mutilaten 
en bij de inwerking van den mycoides-phaag 384 op het zoo 
gevoelige megatherium-mutilaat 388b’. 

Tevens bleek het onmogeliik door variatie proeven (culti- 
veeren van phaag en mutilaat in vloeistofcultuur, filtratie en 
herhaalde enting met het mutilaat, etc.) de verschillende phagen 
tlo van de soort-ongelijke (heterologe) mutilaten te activeeren, 
zoodat ik genoodzaakt ben te besluiten tot een sterk uitgespro- 
ken specificiteit van de sporenphagen, een specificiteit zooals 
wij die kennen bij de dissimilatie*), de enzym- en toxine 
werkingen, de agglutinatie, enz. 

Eigenlijk behoeven bovenbeschreven resultaten geen be- 
vreemding te wekken; reeds uit vroegere onderzoekingen (1) 
was het bekend, dat de megatherium-phagen 899, 333 en 897 
slechts een beperkt werkingsgebied bezaten ten opzichte van 
hun eigen mutilaten: zoo was de phaag 899 nimmer in staat tot 
de aantasting van de megatherium-mutilaten 891b, 894b, 895b, 
zelfs niet na sensibilisatie op 10% peptonagar, terwijl de mega- 
therium-phagen 333 en vooral 897 een nog kleinere werkings- 
spheer bezaten. Is het nu te verwonderen dat stammen die 
tot een andere soort behooren volkomen onaantastbaar zijn? 
Integendeel, alles wordt volkomen verklaarbaar wanneer men 
het bovenstaande beschouwt in het licht van de door vele onder- 
zoekers en ook door mij geopperde zienswijze n.]. dat de bac- 
teriophaag een product is van de levende cel. Daar niemand er 
aan twijielt dat de bacterién specifieke eigenschappen bezitten 
is het ook volkomen plausibel, dat ook de daardoor gevormde 
phagen specifiek zijn. Men kan dus niet spreken van den bacte-. 
riophaag zooals d’Hérelie en zijn aanhangers steeds hebben 
gedaan, maar integendeel van de bacteriophagem die een even 
groote verscheidenheid bezitten als er bacteriénsoorten op 
aarde zijn! 

Toch hebben de boven gereleveerde proefnemingen met de 
megatherium-mutilaten geleerd, dat een bepaalde megatherium- 
phaag een zekere werkingsspheer bezit en dat zijn lytisch ver- 


4) Zie L. E. den Dooren de Jong, Bijdrage tot de kenms van het 
mineralisatieproces, diss. Delft 1926. 
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mogen zich in geenen deele behoeft te beperken tot één enkele 
megatherium-stam. Wanneer de stammen van een bepaalde 
soort groote verwantschap bezitten, dan blijken ze door één en 
denzelfden phaag te kunnen worden aangegrepen. 


Het hierboven uiteengezette standpunt doet de vraag rijzen, 
waarom vele onderzoekers op het terrein van de bacterio- 
phagie tot een geheel andere conclusie zijn gekomen en biijv. 
d’Heérelle (2) niet alleen bacteriophagen onderscheidt welke 
slechts ,,virulent” zijn voor één enkelen bacteriénstam of voor 
alle stammen van één bepaalde soort, maar bovendien die welke 
niet alleen virulent zijn voor alle stammen van een bepaalde 
soort maar ook voor bacteriénstammen, welke tot verschillende 
soms ver van elkander verwijderde soorten behooren. Dit laat- 
ste geval zou zelis het meest voorkomen! 

De eenige verklaring van het feit, dat de hier beschouwde 
sporenphagen steeds in de eerste of tweede groep*) van 
_dFiérelle’s indeeling moeten worden ondergebracht en de meeste 
der overige phagen tot de derde groep behooren, moet m.i. ge- 
zocht worden in de over het algemeen duisteren oorsprong van 
deze laatsten. Terwijl de sporenphagen het product van één 
bepaalde levende bacteriéncel zijn, worden de andere bijna 
steeds verkregen door ophooping van de betreffende bacterie 
met faeces, punctievloeistofien, rioolmodder, tungrond of 
grachtwater als uitgangsmateriaal voor dei phaag. Het is 
duidelijk, dat dan met het infectie materiaal vele andere bac- 
teriénscorten worden toegevoegd, welke de op hen afgestemde 
phagen kunnen doen ophoopen en het is daarom niet te ver- 
wonderen, dat het verkregen lysaat polyvalente eigenschappen 
bezit, waarbij, in het midden zal worden gelaten of deze poly- 
valentie wordt veroorzaakt door een a! of niet splitsbaar phaag- 
mengsel (zie Wolff en Janzen (3) en Flu (4). 

Ten einde de bovenstaande hypothese aan het experiment 
te toetsen werden 5 erlemeyerkolven van 150 cc. waarin 50 cc. 
1% peptonwater, zwaar gecnt resp. met de mycoides-mutilaten 
384b, 1161b, 1165b, 1206b, 1211b en 1213b en vervolgens bedeeld 


3) Het lijkt mij nog zeer de vraag of de eerste groep recht van bestaan 
heeft, daar er wel steeds meer dan één stam van een bepaalde soort zal 
zijn te vinden, die voor een zekeren phaag gevoelig is. 
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met eenige grammen tuingrond. De culturen werden 3 dagen bij 
30° C. bebroed, de cultuurvloeistoffen vervolgens door filtreer- 
papier daarna door Seitzfilters gefiltreerd en de filtraten t o van 
de correspondeerende mutilaten op de aanwezigheid van den 
phaag onderzocht. Inderdaad bleek dat 5 der filtraten n.l. fil- 
traat 384b, 1161b, 1165b, 1206b en 1213b resp. in uitstrijkingen 
van 384b, 1161b, 1165b, 1206b en 1213b talrijke soms zeer vele 
plages vormden. Het filtraat 1211b was echter to van zijn 
mutilaat inactief. 

Wanneer nu dezelide 6 filtraten gebracht werden op uit- 
strijkingen van 338b’ dus een megatherium-mutilaat, waarop 
nimmer een andere phaag had kunnen inwerken dan een phaag 
afkomstig uit een spoor van Bac. megatherium, toen bleek tot 
mijn voldoening, dat de tuingrondphagen van de mycoides- 
mutilaten 384b, 1161b, 1165b, 1206b en zelis 1211b (die niet op 
1211b uitstrijkingen inwerkten) hierin talrijke plages deden ont-. 
staan soms van merkwaardig groote afmetingen (n.l. bij 1206b). 
De tuingrondphaag 1213b was daarentegen inactief t/o van 338b’. 

In verband met de identiteit van Bac. undulatus en Buc. 
mycoides leek het van belang hetzelfde met de unduiatus- 
stammen 1101 en 1102 te probeeren. Ook nu werden met behulp 
van de mutilaten 1101b en 1102b ophoopingen met tuingrond 
ingezet en de filtraten — welke beiden to van de eigen muti- 
laten zeer actief waren — to van het megatherium-mutilaat 
338b’ onderzocht. Het bleek, dat de tuingrondphaag van, 1102b 
in uitstrijkingen van 338b’ talrijke plages deed ontstaan, een 
verschijnsel waartoe de sporenphagen van Bac. undulatus 
nimmer in staat waren. 

Wanneer de omgekeerde weg werd bewandeld en tuin- 
grondophoopingen werden ingezet met megatherium-mutilaten, 
dan bleken deze phagen in staat mycoides- en undulatus-muti- 
laten aan te grijpen, een verschijnsel, dat de sporenphagen van 
Bac. megatherium nimmer hadden vertoond *). 

De bovenstaande onderzoekingen zullen duidelijk gemaakt 


*) Op een andere plaats zal worden medegedeeld dat ook de sporen- 
phagen van Bac. luteus even specifiek zijn als die van Bac. megatherium, 
Bac. undulatus en Bac. mycoides. Eerstgenoemde tasten uitsluitend luteus- 
mutilaten aan. Wanneer echter tuingrond-luteus-phagen worden geisoleerd 
dan blijken deze niet alleen de mutilaten van Bac. luteus maar ook die van 
Bac. megatherium, Bac. undulatus en Bac. mycoides aan te kunnen tasten. 
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hebben, dat de phagen verkregen uit verhitte sporen veel 
minder gecompliceerde eigenschappen bezitten, dan die welke 
op de gebruikelijke wijze verkregen worden uit rioolmodder e.d. 
en de hypothese heeft recht van bestaan uitsluitend de ,,sporen”- 
phagen als de reine phagen te beschouwen in tegenstelling met 
de tot nu toe door bijna alle onderzoekers bestudeerde ,,modder” 
of ,faeces” phagen. Het zou daarom warm aanbeveling ver- 
dienen alle waarnemingen, welke tot nu toe met de laatstge- 
noemde phagen werden gedaan, nog eens te herhalen met de 
,»sporen’’phagen. Zeer waarschijnliik zou dan meer licht komen 
in allerlei duistere kwesties, zooals bijv. de zgn. variabiliteit en 
de aanpasbaarheid van, den phaag, welke voor zoover ik die 
thans kan beoordeelen bij de sporenphagen een onmogelijkheid 
is. Daarmede zouden bovendien twee der belangrijkste argu- 
menten welke voor de ultramicrobieele natuur van den phaag 
pleiten onhoudbaar worden gemaakt. 


Samenvatting. 


Terwijl voorafgaande onderzoekingen hadden geleerd, dat 
de bacteriophagen verkregen uit verhitte sporen van bacillen 
uitsluitend mutilaten konden aantasten, welke tot dezelfde soort 
behoorden als de stammen welke den phaag produceerden, 
bleken de bacteriophagen verkregen door ophooping van 
mycoides- of undulatus-mutilaten met tuingrond niet alleen in 
staat mycoides- of undulatus-mutilaten aan te tasten, maar ook 
de mutilaten van de heterologe Bac. megatherium. Omgekeerd 
waren phagen, welke waren verkregen door ophooping van 
megatherium-mutilaten met tuingrond in staat de heterologe 
mycoides- of undulatus-mutilaten aan te grijpen. 

De aandacht werd gevestigd op de mogelijke onreinheid van 
phagen, welke op andere wijze zijn verkregen dan uit verhitte 
sporen en de wenschelijkheid uitgesproken alle tot heden be- 
schreven ecigenschappen van ,,den” bacteriophaag nog eens te 
toetsen aan die van de ,,sporenphagen”’. 
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Het isoleeren van Leptospira icterohemorrhagie 
uit water 


DOOR 


J. M. APPELMAN *). 


In 1914 werd door Inada c.s. in Japan en Uhlenhuth— 
Fromme aan het West-front, een spirochaeta gevonden, die zij 
beschouwden als de verwekker van de ziekte van Weil. 

De Japanners noemden haar Spirochaeta icterohaemorrha- 
giae; de Duitschers Spirochaeta icterogenes. 

Later werd op voorstel van Noguchi gesproken van Lep- 
tospira icterohaemorrhagiae. 

Nadat onomstootelijk was vastgesteld, dat de gevonden 
spirochaete de verwekker van de ziekte van Weil was (sero- 
logisch, dierproeven) heeft men zich afgevraagd: waar loopt 
men kans zich te infecteeren met L. icterohaemorrhagiae en 
welke is de infectiemodus. Epidemiologische gegevens leidden 
er al spoedig toe, om aan water een belangrijke rol toe te schrij- 
ven als infectiebron. 

Vele van die menschen, die een typische ziekte van Weil 
doormaakten, bleken gewerkt te hebben in onder water staande 
rijstvelden, vochtige mijnen, of gezwommen te hebben in be- 
paalde wateren, of veel met water gewerkt te hebben 
(abattoirs). 

Een beter begrip van de epidemiologie kon men zich 
vormen, toen in 1916 door Inada c.s. in de urine en de nieren 
van wilde ratten (mus decumanus) een leptospira werd ge- 
vonden, welke identiek bleek te zijn met L. icterohaemorrhagiae, 
zoowel wat zijn serologische eigenschappen als zijn patho- 


*) Voordracht, gehouden in de vergadering der Ned. Ver. voor 
Microbiologie van 18 November 1933 te Utrecht. 
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geniteit voor het proefdier betrof. Tenslotte bewees een 
laboratoriuminfectie (Langworthy en Moore) de identiteit met 
L. icterohaemorrhagiae volkomen. 

Het merkwaardige was, dat de ratten, die L. icterohaemorr- 
hagiae herbergden, totaal geen zieken indruk maakten. Obser- 
vatie van deze ratten bevestigde deze indruk. Vele dieren 
bleven jarenlang gezond in gevangenschap, in hun urine vond 
men steeds leptospiren. Soms waren de uitgescheiden leptospirer 
dood, en dat kon men verklaren door het feit dat de urine 
zuur reageerde. Leptospiren zijn zeer gevoelig voor verandering 
van zuurgraad en kunnen eigenlijk alleen maar leven in een zeer 
zwak alkalisch milieu. 

Coupes van de nieren van deze ,,leptospirendragers” gaven 
een merkwaardig beeld: de leptospiren bleken zich te bevinden 
aan de wanden der tubuli contorti, en niet in het nierparenchym. 
Blijkbaar leven ze daar als saprophyten en heeft de gastheer 
er dus geen last van. 

Men had verder door proeven nagegaan dat insecten 
practisch niet in aanmerking komen als overbrengers van L. 
icterohaemorrhagiae. 

Dus stelde men zich voor dat de rat, drager der L. ictero- 
haemorrhagiae, deze met zijn urine in het water brengt en dat 
nu op den een of anderen manier de mensch, die in aanraking 
komt met dit water, zich infecteert en al of niet de ziekte van 
Weil krijgt. 

Ingewikkelder werd het toen in {¥21 Zuelzer uit leiding- 
water van Berlijn een leptospira isoleerde, die morphologisch 
van de L. icterohaemorrhagiae niet te onderscheiden was. Bij 
inspuiting in caviae bleek den meesten onderzoekers dat deze 
echter apothogeen was. 

Serologisch was ook geen verwantschap met L. icterohae- 
morrhagiae aan te toonen. Deswege werd deze leptospira, die 
practisch overal waar water is, voorkomt, genoemd Leptospira 
pseudoicterogenes. 

Nu men wist dat water als infectiebron een groote rol 
speelde, heeft men gepoogd de aanwezigheid van L. icterohae- 
morrhagiae hierin aan te toonen. Dit is voorzoover ik weet nooit 
gelukt, tenzij men de conclusies aanvaardt, die Zuelzer en Baer- 
mann uit hun onderzoekingen trokken, en dus meent dat L. pseu- 
doicterogenes zich in L. icterohaemorrhagiae kan ,umwandlen”. 
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Dit standpunt wordt echter met den dag minder houdbaar. Het 
isoleeren van L. pseudoicterogenes lukt n.l. heel gemakkelijk. 

Niet onvermeld mag blijven het feit, dat het Buchanan in 
1924 gelukt is in een slijmpropje, dat hij vond, hangende aan 
den bovenwand van een mijngang, L. icterohaemorrhagiae aan 
te toonen. 

Bij onderzoek van deze slijmprop in het donkerveld zag hij 
leptospiren, die bij inspuiting in een cavia, dit dier aan de 
typische ziekte van Weil deden te gronde gaan. 

Deze vondst staat op zichzelf, en is nooit meer door 
anderen bevestigd. 

Er zijn vele methoden aangegeven om leptospiren uit water 
te kweeken. De meest bekende zijn : 


a. het Anreicherungsverfahren van Zuelzer; de z.g. Weck- 
flesch-methode. 


b. Het Hindle-medium. 
De semi-solid egg-yolk methode van Walker. 
De filtratie-methode van Bauer. 


Mag men verwachten, werkende volgens deze methoden, 
L. icterohaemorrhagiae te isoleeren? 

Vele bacteriesoorten o.a. de coli-bacillen blijken in een 
mengcultuur met L. icterohaemorrhagiae deze in enkele dagen te 
gronde te richten. 

Bovengenoemde methoden gaan alle uit van mengculturen, 
zoodat het hoogst onwaarschijnlijk is dat men tenslotte langs 
dezen weg L. icterohaemorrhagiae zal isoleeren. 

Nog andere redenen, die ik hier nog liever niet noem, 
hebben mij ertoe geleid, geheel af te zien van pogingen via 
cultuurmedia L. icterohaemorrhagiae te isoleeren en het proef- 
dier te gebruiken om al deze lastige begeleiders van L. ictero- 
haemorrhagiae onschadelijk te maken teneinde den verwekker te 
isoleeren. 

Ik ging uit van de volgende grondgedachte: 

Maak het ongewilde experiment (van den mensch die te 
water zijnde, zich infecteert met L. icterohaemorrhagiae) tot het 
gewilde experiment ;met vervanging van den mensch door de 
cavia. 

Zoo kwam ik tot de z.g. Badproef, 
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Van een cavia, wegende ongeveer 200 gram, wordt door 
middel van hartpunctie bloed verzameld en het serum op anti- 
lichamen tegen een Weilstam onderzocht. Indien dit onderzoek 
negatief uitvalt, wordt een paar dagen later de buik van het 
dier ruw geschoren zonder van zeep gebruik te maken, ver- 
volgens flink gescarificeerd. 

Intusschen is een hoeveelheid van 3 L. van het te onder- 
zoeken water, in een waterbad gebracht en verwarmd tot een 
temp. van 30° C. 

Vervolgens wordt dit water in een glazen bak met hooge 
wanden gebracht (ik gebruikte heel groote goudvisschenkom- 
* men) en de cavia eringezet. Men vult den bak nu zoover, dat 
het dier niet behoeft te zwemmen en het water het tot de 
flanken reikt. 

Ik liet het dier daar gedurende een uur in zitten en bracht 
het daarna in een goed verwarmde kooi, waarin ik het een 
uur of 4 hield; na dezen tijd was het dier weer geheel warm 
en droog. 

De volgende dagen werd alleen de temperatuur ge- 
controleerd. 

Allereerst heb ik nagegaan, hoeveel leptospiren in een hoe- 
veelheid water van 3 L. (de voor het baden benoodigde hoeveel- 
heid) minstens aanwezig moesten zijn, opdat de cavia ze kan 
aantoonen. 

Dus voegde ik aan gewoon leidingwater toe bepaalde hoe- 
veelheden leptospiren en vond dat, toevoeging van 100.000 lepto- 
spiren (0,01 cc van een cultuur op Korthof-medium) 4 van de 
proefdieren te gronde deden gaan aan de ziekte van Weil en toe- 
voeging van 12.000 lept. (0.01 cc) één van de 5 proefdieren. Dit 
onderzoek is nog niet beéindigd. 

Daar het resultaat bemoedigend was, heb ik vervolgens 
water onderzocht o.a. uit een Leidsche sloot, in den omtrek 
waarvan veel ratten voorkomen. 

Op 24 October heb ik 3 caviae in dit water gebaad; alle 3 
werden positief; één stierf door hartpunctie den 9den dag 
(sectie gaf subcutane- en longbloedingen, spirochaeten pos.). 

De twee anderen stierven resp. den 10den en den llden 
dag onder het typische beeld van de ziekte van Weil. Op 25 
October werden 3 caviae gebaad; twee ervan stierven den vol- 
genden dag, doordat ik toen de goede techniek nog niet toe- 
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paste (bij goede techniek is de mortaliteit nihil). De derde werd 
positief en stierf aan typische ziekte van Weil op den 11den dag. 

Op 27 October werden wederom 3 caviae gebaad; 1 werd 
positief en stierf aan typische ziekte van Weil op den l1lden 
dag; de andere twee vertoonden geen temperatuursverhooging 
of andere ziekteverschijnseien. 

Van de geisoleerde stammen is er 1 serologisch onderzocht. 
Een antiserum, bereid tegen Weilstam ,,Coppée” dat de Coppée- 
stam agglutineerde tot 1 : 50.000, agglutineerde dezen stam 
eveneens tot 1 : 50.000. 

Hiermede is aangetoond, dat water L. icterohaemorrhagiae 
kan herbergen en dat deze pathogene leptospira op bovenge- ° 
noemde, zij het grove wijze, daaruit geisoleerd kan worden. 


NASCHRIFT. 


Inmiddels is mijn proefschrift, getiteld: ,,Het isoleeren van 
L. icterohaemorrhagiae uit water, bijdrage tot de kennis van de 
epidemiologie van de ziekte van Weil”, verschenen, waarin 
bovengenoemde proeven uitvoeriger vermeld zijn. 


Eenige nieuwe onderzoekingen over het 
filtreerbare tuberculosevirus, 


DOOR 


Pole. VAL lis en Dr. F. Jil, VAN DEINSE, 


van het Institut Pasteur te Parijs. 


In een vorige mededeeling hebben wij eene beschrijving 
gegeven van de eigenschappen van twee stammen van tuberkel- 
bacillen, die wij geisoleerd hebben uit caviae die met tubercu- 
leuse filtraten waren ingespoten, en daarna met acetonextracten 
uit tuberkelbacillen waren nabehandeld*). Wij hebben toen eene 
uitvoerige beschrijving gegeven van de wisselende virulentie 
dier stammen voor verschillende diersoorten, naar gelang zij 
tot het droge of tot het vochtig-sliimige type behoorden. Wij 
gaven toen reeds te verstaan, dat wij over een aantal van der- 
gelijke uit filtraten voortgekomen culturen beschikten, en in dit 
artikel zouden wij nu de wordingsgeschiedenis van eenige dier 
stammen aan de hand der bijbehoorende protocollen nader 
willen beschrijven, en wel van de stammen 251, 219, 244, 
Filtrat aviaire” en ,,Lariboisiére”. Twee stammen, 25/48 en 25/70 
werden terzelfder tijd als de stam D23 op geheel analoge wijze 
gewonnen, zoodat wij, om niet in herhalingen te vervallen, naar 
ons vorig artikel verwijzen, waarin de wordingsgeschiedenis 
van den stam D23 beschreven werd. Drie andere stammen 
eindelijk U-V, U-Vbis en U-VI hebben een wordingsgeschiedenis 
die veel gelijkt op die der drie eerstgenoemde stammen, zoodat 
wij ook die achterwege zullen laten. 


W ordingsgeschiedenis van stam 25]. 


Van een door ons geisoleerde typische humanusstam (stam 


1) Tijdschrift voor Hyg. Microb. en Serol. 1934. Deel 8, blz. 269 
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Prigent”) worden culturen aangelegd op den vloeibaren syn- 
thetischen voedingsbodem van Sauton (10 ballons). Wanneer 
de vliezen 7 dagen oud zijn wordt de vloeistof uit de ballons 
weggezogen, en de vliezen worden met glasparels geschud, en 
gesuspendeerd in physiologische zoutoplossing (10 cc. per bal- 
lon). De suspensie wordt daarna tweemaal door een Chamber- 
land L2 kaars gefiltreerd, de tweede maal bij eem drukverschil 
van 20 cM. He. en niet langer dan 10 minuten. Dit filtraat wordt 
nu ingespoten bij zes caviae; vier krijgen het intraperitoneaal 
(elk 10 cc.;) en de beide overige onderhuids (ook elk 10 cc.). 
Deze beide laatste dieren dienen als contrdle, en worden 
niet verder nabehandeld. Het eene sterft na 165 dagen aan een 
pneumonie zonder de minste tuberculeuse afwijking. Het andere 
wordt na veertien maanden gedood: het dier verkeert in uit- 
stekenden gezondheidstoestand, en vertoont geen spoor eener 
tuberculeuse verandering. Hieruit blijkt dus met zekerheid, dat 
het filtraat geen virulente, door het filter geslipte bacillen 
bevatte. 

De vier caviae die intraperitoneaal met het filtraat inge- 
spoten werden, zijn met acetonextract uit tuberkelbacillen na- 
behandeld. (De bereiding van zulk extract is in onze vorige 
mededeeling uiteengezet). Twee dezer dieren zijn voortijdig 
gestorven aan intercurrente ziekten. De derde nabehandelde 
cavia (cavia III) is na drie maanden aan een intercurrente ziekte 
gestorven. Het dier vertoonde geen tuberculeuse afwijkingen, 
en in de uitstrijkpraeparaten van zijn klieren vonden wij geen 
tuberkelbacillen; twee met de organen geénte caviae zijn res- 
pectieveliik na 42 dagen en na 11 maanden gestorven zonder 
tuberculeuse afwiikingen. De organen van cavia III zijn echter 
ook op Léwenstein’s eivoedingsbodem geént na behandeling met 
zwavelzuur. Tien dagen later vonden wij in het afschraapsel 
dezer culturen tYpische hoopjes van zuurvaste staafies. Deze 
microscopische culturen hebben zich niet verder ontwikkeld, en 
de overentingen op nieuwe Lowenstein-buisjes zijn niet aan- 
gegaan. Het afschraapsel der microscopische cultuur (kortweg 
,microcultuur” genoemd) werd echter eveneens bij twee caviae 
ingebracht, die met acetonextract zijn nabehandeld. Beide zijn 
10 maanden later gedood; zij hadden beide gezwollen lies- en 
lumbale lymphklieren, en bij de een was de liesklier verkaasd. 
De uitzaaiing der klieren dezer beide caviae heeft na zwavel- 
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zuurbehandeling een cultuur doen ontstaan op Léwenstein’s 
voedingsbodem. Deze cultuur is kleverig en taai voor de cavia 
met de niet-verkaasde klier, voor de andere bestaat zij uit droge 
en wasachtige kolonies. Beide bestaan uit typische tuberkel- 
bacillen. 

De vierde intraperitoneaal met filtraat ingespoten en met 
acetonextract nabehandelde cavia (Cavia IV) is 3 dagen na de 
filtraatinspuiting gedood. Het dier had een harde gezwollen 
niet verkaasde lieslymphklier en licht gezwollen eveneens niet 
verkaasde lumbale klieren, waarin geen zuurvaste staafjes ge- 
vonden werden. Overigens had het dier geen afwijkingen. De 
klieren en de milt werden met physiologische zoutoplossing 
verwreven, en ingespoten bij drie nieuwe caviae (V, VI, en VII). 
Cavia V is vroegtijdig gestorven aan pneumonie, en_had nog 
geen tuberculeuse afwijkingen. Cavia VI werd na 65 dagen 
gedood; hij had een sterk vergroote harde liesklier, geen andere 
afwijkingen. In de liesklier werden geen zuurvaste staafies ge- 
vonden, en de met klieren en milt beénte L6wenstein-culturen 
bleven steriel. Cavia VII is 119 dagen na de inspuiting gedood; 
het dier had een algemeene entingtuberculose, met enorme 
lymphklierzwellingen. In de uitstriikpraeparaten der klieren 
werden typische tuberkelbacillen gevonden. De uitzaaiing der 
klieren en organen van deze cavia op Lowenstein-buisies heeft 
echter een negatief resultaat opgeleverd. 

De stam 251 is dus afkomstig uit de beide caviae die-met 
een zg. ,,microcultuur” zijn ingespoten, en daarna met aceton- 
extract zijn nabehandeld. Over de ,,microcultuur” is nogal wat 
te doen geweest sinds de haemocultuur volgens L6wenstein in 
de mode kwam. Men weet dat Lowenstein en zijn navolgers 
vaak culturen zagen ontstaan die niet verder kwamen dan het 
microscopische stadium, op hun met citraatbloed beénte buisies. 
Wij hebben ook verscheidene zulke ,,microculturen” zien ont- 
staan in onze bloedculturen volgens Léwenstein. Er is een 
controverse over de vraag, of zulke microscopische ,,culturen” 
werkelijk wel uit tuberkelbacillen bestaan, en of het geen arte- 
facten zijn. De eigenaardigheid van deze culturen is n.l., dat zij 
niet overentbaar zijn, en bij caviae geen tuberculose veroor- 
zaken. In de school van Calmette houden wij deze _ ,,micro- 
culturen” voor uit het filtreerbare tuberculosevirus voort- 
gekomen kolonies, analoog aan de bacillenhoopjes die men 
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vindt in de klieren van caviae die met filtraten ingespoten zijn, 
en die ook avirulent en onkweekbaar zijn (nl. wanneer men de 
caviae niet met acetonextract nabehandelt). De typische zuur- 
vaste staafjes die Valtis en Saenz zagen optreden in hun ge- 
wijzigden Besredka voedingsbodem, nadat zij er filtraat in 
geént hadden, waren ook niet overentbaar en waren eveneens 
avirulent voor caviae. En tenslotte heeft Mej. Broek met behulp 
van den micromanipulator van Schouten uit afgezonderde 
granulae ook bacillen kunnen kweeken, die onoverentbaar 
waren’). Het is dus blijkbaar mogelijk dat er uit een bepaald 
stadium van den tuberkelbacil zuurvaste staafies ontstaan, die 
wel het uiterliik, maar nog niet de biologische eigenschappen 
van den tuberkelbacil hebben. In ons geval is het bewijs ge- 
leverd, dat de bacillen waaruit zulk een ,,microcultuur” bestaat, 
weer tot normale virulentie kunnen worden gebracht, wanneer 
men ze bij caviae inbrengt, en deze dieren daarna met aceton- 
extraxt nabehandelt. Maar dat dit ook wel eens, zij het ook 
zelden, zonder die behandeling met acetonextract mogelijk is, 
bewijst onze waarneming van een cavia, bij welke de infectie 
met het afschraapsel eener ,,microcultuur” aanleiding gaf tot 
het ontstaan van verkaasde lymphklierzwellingen, acht maan- 
den na de inspuiting, zonder dat het dier met acetonextract 
behandeld was °). 


W ordingsgeschiedenis van stam 219. 


Hier zijn wij uitgegaan van een filtraat van 5 dagen oude 
vliezen op den voedingsbodem van Sauton van den stam ,,Gijs- 
man’, een stam die wij verkregen hebben uit een caviae die met 
sputum was ingespoten, ons toegezonden door Dr. Boer uit 
Leiden, en welke cavia wij hebben nabehandeld met aceton- 
extract. 

Het filtraat van dezen stam werd geént in eenige buizen 
Eesredka-eivoedingsbodem, waaraan wij 1% glycerine hadden 
toegevoegd. Na 13 dagen bevatten deze culturen typische zuur- 
vaste staafjes. Overentingen van deze culturen in nieuwe Bes- 


*) J. C. H. Broek. Les granules du virus tuberculeux aviaire. Acad. 
Proeischrift, Utrecht 1931. 

“) J. Valtis, G. Paisseau et F. van Deinse. Présence du virus tuber- 
culeux dans le sang circulant d'un enfant atteint d’endocardite rhumatis- 
male, ©. R. Soc;Biol. T. CXII; p» 742, 1933. 
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redkabuisjes en op Léwenstein’s voedingsbodem zijn steriel 
gebleven. De centrifugaten der positieve Besredka-culturen zijn 
bij twee caviae ingespoten, waarvan er een met acetonextract 
is nabehandeld. De niet-behandelde contrélecavia is 167 dagen 
na de inspuiting gestorven aan een pasteurellose; het dier had 
niet de minste tuberculeuse afwijking, en in de uitstrijkpraepa- 
raten zijner organen werden geen tuberkelbacillen gevonden. 
De met acetonextract nabehandelde cavia echter werd 174 
dagen na de infectie gedood, omdat het dier een harde klier- 
zwelling vertoonde bij de inspuitingsplaats. Bij de sectie vonden 
wij inderdaad een sterk vergroote, harde, gedeeltelijk verkaasde 
lieslymphklier, waarin wij typische zuurvaste staafjes vonden; 
de lumbale klier aan denzelfden kant was licht gezwollen zonder 
verkazing, en verder waren er geen tuberculeuse afwijkingen te 
zien. De liesklier en de milt werden met zwavelzuur verwreven, 
op Lowenstein uitgezaaid, en bij een nieuwe cavia ingebracht. 
De uitzaaiing heeft een wasachtige cultuur van tuberkelbacillen 
opgeleverd. 


Wordingsgeschiedenis van stam 244. 


Een filtraat van 5 dagen oude vliezen op Sauton van den 
stam ,,Chrétien” *) wordt bij 4 caviae intraperitoneaal, en bij 
2 caviae subcutaan ingespoten. De beide laatste dienen als 
contréles, ze worden niet nabehandeld. Het eene sterft na 2 
maanden aan een pasteurellose, het andere wordt na 14 maanden 
gedood; beide zijn absoluut vrij van tuberculeuse afwijkingen. 
De 4 andere caviae worden met acetonextract nabehandeld. 
Twee sterven voortijdig aan intercurrente infecties, en vertoonen 
geen tuberculeuse veranderingen. De derde vertoont na twee en 
een halve maand een klierzwelling in de rechter lies, bij de 
inspuitingsplaats van het acetonextract. Wij verwijderen deze 
klier operatief, enten haar op Lowenstein, en brengen haar bij 
twee nieuwe caviae in, subcutaan in de rechter lies. De cultuur 
blijft negatief. De beide passagecaviae worden met acetonextract 
~nabehandeld. De een blijfit negatief, en sterft tenslotte na elf 
maanden aan een intercurrente ziekte. De andere passagecavia 


4) Dit is de stam die wij uit de met een microcultuur geinfecteerde 
en niet met acetonextract nabehandelde cavia geisoleerd hebben, waarvan 
zooeven sprake was. (Valtis, Paisseau et Deinse, l.c.) 


32 


wordt, eveneens na elf maanden, gedood; het dier had geen 
verharde liesklier, en wij dachten dat het geval negatief ge- 
bleven was. Bij de sectie vinden wij echter alle buik- en borst- 
lymphkieren gezwollen, de bronchiale klieren zijn verkaasd; er 
bestaan een aantal vergroeiingen tusschen lever, maag, rechter 
uterushoorn en nier, enz. In de uitstriikpraeparaten van de 
klieren vinden wij typische tuberkelbacillen, en de met de ver- 
schillende klieren beénte Lowensteinbuisjes hebben culturen op- 
geleverd, bestaande uit wasachtige kolonies van tuberkelbacillen. 

De vierde met het filtraat ingespoten en met acetonextract 
nabehandelde cavia wordt 4 maanden na de filtraatinspuiting 
gedood, omdat het dier een klierzwelling aan de lies heeft bij 
de plaats waar wij het acetonextract ingespoten hebben. Bij de 
sectie vinden wij inderdaad een groot hard klierpakket in de 
rechter lies, waarin wij tuberkelbacillen vinden. Verder heeft 
deze cavia geen enkele afwijking. De verwreven klier wordt op 
Lowenstein uitgezaaid, zonder succes: de cultuur blijft steriel. 
Denzelfden dag wordt ook de derde cavia gedood, bij welke wij 
een liesklier operatief verwijderd hadden. Wij vinden ook bij dit 
dier nog een verharde liesklier waarin typische zuurvaste 
staafjes gevonden worden. Verder heeft deze cavia echter ook 
absoluut geen afwijkingen. De verwreven kliersubstantie van de 
derde en de vierde cavia wordt nu samen bij twee nieuwe caviae 
ingebracht. De een sterft na 7 weken aan een intercurrente 
ziekte zonder tuberculeuse afwijkingen te vertoonen en in zijne 
klieren worden geen bacillen gevonden. De tweede wordt na 
2 maanden gedood; het dier heeft een groot hard klierpakket 
in de rechter lies, waarin wij echter geen tuberkelbacillen kunnen 
vinden; geen andere afwijkingen. De met de kiliersubstantie 
beénte culturen blijven steriel. 

Stam 244 is dus afkomstig van de passagecavia, geinfec- 
teerd met de operatief verwijderde klier van-de derde cavia, die 
met filtraat werd ingespoten en met acetonextract nabehandeld. 


Wordingsgeschiedenis van stam ,,Filtrat aviaire’’. 


Een konijn wordt intraveneus geinfecteerd met 1/10 mer. 
eener aviaire tuberkelbacillencultuur, die wij uit een tuberculeuse 
kip geisoleerd hadden (Stam ,,Truche I”). Het konijn wordt 16 
dagen later gedood, en vertoont het beeld eener tuberculeuse 
septichaemie van het type Yersin. De milt wordt gefiltreerd 
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door een Chamberlandkaars L1 en daarna door een L2 kaars, 
en het filtraat wordt intraveneus ingespoten bij een kip, die met 
acetonextract wordt nabehandeld. Deze kip is onder deze be- 
handeling sterk cachectisch geworden, maar toen wij haar 53 
dagen na de filtraatinspuiting gedood hebben bleek zij geen 
enkele tuberculeuse afwijking te hebben; in de uitstrijkpraepa- 
raten van milt en lever waren geen tuberkelbacillen te vinden, 
en de daarmee beénte culturen zijn steriel gebleven. Milt en 
lever van deze kip zijn, verwreven met physiologische zoutoplos- 
sing, ingebracht bij een haan, die niet met acetonextract is na- 
behandeld. Deze haan is na 123 dagen gestorven in een toestand 
van uiterste cachexie. Bij de sectie wordt wederom geen enkele 
tuberculeuse laesie aangetroffen, maar de milt blijkt sterk 
atrophisch en tot de afmetingen van een kersepit gereduceerd 
te zijn. In de uitstrijkpraeparaten worden weer geen bacillen 
gevonden, maar de LOwensteinbuisjes die met de verwreven 
en met zwavelzuur behandelde milt en lever van deze haan zijn 
beént, vertoonen na een veertiental dagen een cultuur van tuber- 
kelbacillen, bestaande uit droge kolonies. Hoewel wij in deze 
verhandeling slechts de wordingsgeschiedenis onzer culturen 
beschrijven, en niet hare pathogene eigenschappen, kunnen wij 
toch niet nalaten, hier in het voorbijgaan even te vermelden, 
dat deze droge cultuur die na passage door een kip en een haan 
uit een filtraat van een konijnenmilt ontstaan is. welk koniin 
met een aviairen stam geinfecteerd was, voor caviae en konijnen 
virulent, maar voor kippen avirulent blijkt te zijn. 


W ordingsgeschiedenis van stam ,,Lariboisiére”’ *). 


Een kind, A terme geboren uit eene tuberculeuse moeder. 
wier ouders ook reeds aan tuberculose geleden hadden en daar- 
aan gestorven waren, sterit 8 dagen na de geboorte onder het 
typische beeld eener ,,dénutrition progressive”; zijn gewicht is 
in dien tijd van 3670 tot 2800 gr. gedaald. Bij de sectie worden 
in het geheel geen afwijkingen gevonden, die den dood ver- 
klaren kunnen. Wij verwrijven een deel der organen met 5% 


5) Reeds in het kort medegedeeld in: L. Devraigne, J. Valtis et F. van 
Deinse. Infection transplacentaire due a l’ultravirus tuberculeux chez un 
nouveau-né ayant présenté le syndrome de dénutrition progressive. 

Bull. de l’Académie de Médecine, T. CX, No. 34, Séance du 31 Oct. 1933. 
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zwavelzuur, en spuiten 4 caviae in met suspensie van de lever, 
4 met longsuspensie, en 4 met de verwreven mesenteriale 
klieren. Vervolgens verwrijven wij de rest van lever, longen en 
mesenteriale klieren en de milt met physiol. zoutopl. en fil- 
treeren dit mengsel volgens de gebruikelijke techniek door 
Chamberland L1 en L2. Het filtraat wordt nu bij 4 caviae onder- 
huids en bij 2 intraperitoneaal ingespoten (elk 10 cc.). De beide 
laatste en een der onderhuids ingespoten caviae worden nabe- 
handeld met acetonextract. 

Daar het kind met BCG gevaccineerd was, hebben wij van 
elke serie van 4 met ongefiltreerde organen geénte caviae er 
één na een maand gedood, om te zien of wij de BCG er weer 
uit konden kweeken; dit is ons niet gelukt. De drie andere met 
lever ingespoten caviae zijn na 74% maand gedood; zij waren 
volmaakt vrij van elk spoor eener tuberculeuse infectie. Van de 
drie overblijvende caviae die met long geént waren, is er een 
na 242 maand gestorven aan een pasteurellose, zonder tuber- 
culeuse afwijkingen te vertoonen, de beide andere zijn na 742 
maand gedood, en waren eveneens vrij van tuberculeuse ver- 
anderingen. Van de drie in leven gelaten caviae die met mesen- 
teriale lymphklieren ingespoten waren is er een gestorven aan 
pasteurellose na 642 maand, en de twee overige zijn gedood na 
742 maand; zij waren ook geheel vrij van specifieke afwijkingen. 
Het materiaal bevatte derhalve geen virulente tuberkelbacillen. 

Van de drie met het filtraat dezer organen ingespoten en 
niet met acetonextract nabehandelde caviae is er een vroegtiidig 
gestorven, (4 dagen), en kon dus nog geen specifieke afwijkin- 
gen hebben. De tweede is 8 maanden later aan een intercurrente 
infectie gestorven, zonder ook maar een spoor van tuberculeuse 
veranderingen te vertoonen. De derde is 48 dagen na de 
filtraatinspuiting gestorven. Hij had licht gezwollen trachea- 
bronchiale lymphklieren, en de milt was licht hypertrophisch. 
In de uitstrijkpraeparaten dezer organen hebben wij geen 
bacillen kunnen ontdekken, maar misschien hebben wij er niet 
lang genoeg in gezocht. Milt en klieren zijn, na met 5% zwavel- 
zuur verwreven te zijn, bij 2 nieuwe caviae ingebracht, die ook 
onbehandeld gebleven zijn. Een van deze dieren is 9 maanden 
later gedood ;het was volkomen vrij van tuberculeuse laesies. 
Het andere passagedier is drie weken na de inspuiting aan een 
pneumonie gestorven. Het had geen tb. afwijkingen, en in de 
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uitstrijkpraeparaten zijner klieren hebben wij geen bacillen ge- 
vonden. Milt en klieren van deze cavia zijn nog bij een derde 
passagecavia ingebracht na verwreven te zijn met 10% zwavel- 
zuur; deze cavia heeft de inspuiting een maand overleefd, en 
is toen aan pasteurellose gestorven, zonder ook maar een begin 
van tuberculeuse veranderingen te vertoonen. Het filtraat be- 
vatte dus — zooals te verwachten was, gezien het resultaat van 
de orgaan-entingen — geen virulente tuberkelbacillen. 

Gaan wij nu na wat er gebeurd is met de 3 caviae die met 
hetzelfde filtraat ingespoten en daarna met acetonextract nabe- 
handeld zijn, dan zien wij het volgende. De eerste van deze 
caviae is na 19 dagen gestorven aan pasteurellose, zonder nog 
een enkele afwijking te vertoonen die op tuberculose geleek. 
De tweede is een maand later gedood; hij had een kersepit-groote 
lieslymphklier, waarin wij geen bacillen konden vinden, en geen 
andere afwijkingen. Milt en klieren van deze cavia zijn bij drie 
nieuwe caviae ingebracht, en van een dezer laatste zijn nog twee 
passagedieren geént. Al deze caviae zijn voortiidig gestorven 
aan pasteurellose behalve één cavia van de derde passage; dit 
laatste dier is 9 maanden na de enting gedood, en had niet de 
minste tuberculeuse afwijking, niettegenstaande het al dien tijd 
met acetonextract was nabehandeld. Blijkbaar was de cavia 
van de tweede passage met welks organen dit dier was geént, 
te vroeg gestorven, en nog wel aan pasteurellose. Wij hebben 
nl. vaak gemerkt, dat deze infectie een antagonistischen invloed 
uitoefent op zwak virulente tuberkelbacillen. Wat nu de derde 
cavia betreft die met filtraat was ingespoten en met aceton- 
extract nabehandeld, dit dier werd 42 dagen na de filtraat- 
inspuiting gedood, omdat het een harde liesklier had en ziek 
was. Wij vonden een absces op de inspuitingsplaats van het 
acetonextract, de lies- en de lumbale klieren waren hyper- 
trophisch en sclerotisch; andere tuberculeuse afwijkingen had 
het dier niet. In de uitstrijkpraeparaten van de klierer konden 
wij geen tuberkelbacillen vinden. De milt en de klieren werden 
met 10% zwavelzuur verwreven, en ingebracht bij 7 nieuwe 
‘caviae, die alle met acetonextract werden nabehandeld. Onge- 
lukkigerwijze heerschte er in dien tijd in onze dierenkooien: een 
geweldige epidemie van pasteurellose, em aan deze ziekte zijn 
de meeste dezer passagedieren en de met hunne organen geénte 
dieren voortijdig gestorven, zonder dat er zich tuberculeuse 
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laesies hadden kunnen vormen. Eén cavia dezer serie echter 
heeft de epidemie overleefd en is tenslotte 133 dagen na de 
infectie aan pseudotuberculose gestorven. Naast de door deze 
ziekte veroorzaakte veranderingen vonden wij geen duidelijke 
op tuberculose wijzende laesies, en in de uitstrijkpraeparaten 
van de klieren konden wij geen bacillen vinden. Maar op de 
Lowensteinbuisjes, die beént waren met de milt en de klieren 
van deze cavia, na behandeling met 10% zwavelzuur, is een 
cultuur van tuberkelbacillen gegroeid, bestaande uit vochtig- 
sliimige kolonieties. Deze cultuur heeft weer geheel dezelfde 
eigenschappen als de reeds beschrevene. 


Conclusies. 


Uit de weergegeven protocollen blijkt, dat wij de vijf stam- 
men wier wordingsgeschiedenis beschreven wordt, verkregen 
hebben deels uitgaande van cultuurfiltraten, deels van orgaan- 
f.ltraten. Om een resultaat te bereiken hebben wij in alle vijf 
gevallen passagedieren moeten enten met de organen van de 
met het filtraat ingespoten dieren. Daar alle contrdlecaviae die 
niet met acetonextract zijn nabehandeld zonder uitzondering 
volkomen negatief gebleven zijn kunnen wij met zekerheid de 
tegenwerping van de hand wijzen, dat de filtraten enkele viru- 
lente bacillen bevat zouden hebben, die door de kaarsen geslipt 
zouden zijn. Trouwens, uit onze vorige mededeeling is reeds 
gebleken, dat de aldus gewonnen stammen sterk verschillen 
van de uitgangsstammen, en ook hier hebben wij weer dezelfde 
ervaring opgedaan. Bij de filtratie schijnt er iets éssentieels, een 
grondvorm door de kaars te gaan, van waaruit het tuberculose- 
virus van meet af aan schijnt te worden opgebouwd tot den zicht- 
baren bacillairen vorm waarmede wij vanouds vertrouwd zijn. Dit 
oervirus draagt in zich alle disponibiliteiten, en het hangt er 
maar van af wat er verder mee gebeurt, in welken vorm het 
virus zich verder zal ontwikkelen. Er moeten zekere wetten zijn, 
volgens welke men, uitgaande van het filtreerbare stadium, een 
van de ons bekende typen van den tuberkelbacil naar willekeur 
kan doen ontstaan. Het moet ons doel zijn, met alle middelen 
naar deze wetten te zoeken. Hoe komt het bv. dat de stam 
,Lariboisiére” (die bij konijnen een snel doodelijke septichaemie 
van het type ,,Yersin” veroorzaakt) zoo geheel verschillend is 
van den tuberkelbacil die de moeder en de grootouders van het 
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kind, van welks organen deze stam met een omweg afkomstig 
is, geinfecteerd had, en die ongetwijfeld een gewone virulente 
menschenstam was? Hoe is het te verklaren, dat een aviaire bacil 
na passage door een konijn en filtratie en na passage van dit 
filtraat door een kip en een haan een cultuur oplevert die virulent 
is voor caviae? Van een spontane infectie van het gevogelte kan 
hier toch wel heelemaal geen sprake zijn, want een spontane 
infectie van kippen met bacillen van het zoogdiertype is niet 
bepaald een dagelijks voorkomende gebeurtenis.... 

Wij staan hier voor verschijnselen, die ons voorloopig nog 
onverklaarbaar zijn, maar wi] wanhopen er niet aan, eens achter 
het mechanisme te komen, dat al deze eenigszins verwarrende 
waarnemingen logisch verklaart. 


(Mededeeling uit het Rijks Serologisch Instituut te Utrecht, Holland; 
Directeur Dr. W. AEG. TIMMERMAN.) 


Reiniging en concentratie van Diphtherietoxine 
en -anatoxine VI. 


DOOR 


Dr. A. TASMAN en Dr. A. C. BRANDWIJK. 


In de vorige mededeelingen (1) werd een methode beschre- 
ven, volgens welke diptherietoxinen en -anatoxinen gezuiverd 
en geconcentreerd werden door uitzouting met ammonium- 
sulfaat. Daar de oorspronkelijke opzet van dit onderzoek was, | 
een zuiverings- en concentratiemethode voor diptherieanatoxine 
te vinden, die bij behoorlijke opbrengst een zoo goed mogelijk 
gereinigd product oplevert, lag het voor de hand, om na te gaan 
in hoeverre met een herhaald zuiveringsproces dit doel beter 
bereikt zou kunnen worden. 

Hiervoor werd een aantal diptherieanatoxinen aan een, her- 
haalde zuivering onderworpen en wel als volgt. Eerst werd van 
elk anatoxine, behalve de antigeenwaarde (bepaald volgens de 
uitvlokkingsreactie van Ramon) en de stikstofcijfers (,,Totaal — 
N” = gram N per 100 ccm en ,,Rest — N” = niet eiwitstikstof, 
uitgedrukt in grammen per 100 ccm. Hieruit laat zich als ver- 
schil de ,,Eiwit — N” berekenen), de uitzoutcurve bepaald (1). 
Elk anatoxine werd nu dusdanig uitgezonden, dat volgens de 
zoo juist genoemde uitzoutingscurve een maximale antigeen- 
opbrengst te verwachten was. De aldus verkregen neerslagen 
werden na affiltreeren opgelost en door dialyse t.o.v. stroomend 
leidingswater van het nog aanwezige ammoniumsulfaat bevrijd. 
De zoo verkregen oplossingen werden op een dusdanig volume 
gebracht, dat t.o.v. het uitgangsproduct een 2.5-voudige con- 
centratie te verwachten was. Hierna volgde de gebruikelijke 
analyse (,,Totaal-N” en ,,A.W.”), 

Vervolgens werd dit gezuiverde product opnieuw uitge- 
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zouten, zoodanig dat de ammoniumsulfaat-concentraties gelijk 
waren aan die, welke bij de eerste uitzouting toegepast waren. 
De verdere bewerking was geheel vereenkomstig aan die, 
welke hierboven medegedeeld werd, met dien verstande echter, 
dat het eindproduct wederom tweemaal geconcentreerd werd, 
zoodat t.o.v. het uitgangsproduct een 5-voudige concentratie 
verkregen was. 

Een deel van deze tweemaal uitgezouten producten werd op 
geheel overeenkomstige wijze aan een derde uitzouting onder- 
worpen, waarbij het eindproduct wederom tweemaal geconcen- 
treerd werd, zoodat t.o.v. het beginproduct een 10-voudige 
concentratie verkregen was. Daar deze vloeistoffen een zeer 
hooge ,,A.W.” bezitten, leverde de bepaling hiervan wegens de 
te snelle uitvlokking eenige moeilijkheden op, zoodat ze, ter 
bepaling hiervan met een gelijk volume physiologische zout- 
oplossing verdund werden, waarna de door uitvlokking gevon- 
den ,,A.W.” door verdubbeling op die van het driemaal gezui- 
verde, 10-voudig geconcentreerde product omgerekend werd. 

Aan alle gedialyseerde anatoxineoplossingen werd voor de 
analyse en uitvlokking 0.85% Nacl toegevoegd om de in een 
vorige mededeeling (1) beschreven reden. 

Tenslotte werden de éénmaal uitgezouten anatoxineoplos- 
singen opnieuw gezuiverd volgens de ,,adsorptiemethode” be- 
schreven door Schmidt (2). De bereiding van de aluminum- 
hydroxyde suspensie geschiedde geheel volgens het voorschrift 
van Schmidt. De hiermede te behandelen anatoxineoplossingen 
werden vooraf met behulp van 10% azijnzuur op Py = 6.0 
gebracht. Het door adsorptie aan het aluminiumhydroxyde ge- 
bonden antigeen werd geélueerd met een 2.4% natriumphosphaat- 
oplossing (‘/:; molair) en de aldus verkregen antigeenoplos- 
singen door dialyse t.o.v. leidingwater van het phosphaat 
bevrijd. Na beéindiging van de dialyse werd het volume op %2 
van het uitgangsvolume gebracht, zoodat ook hier een 5-voudige 
antigeenconcentratie verwacht kon worden. Aan deze oplossing 
werd weder 0.85% Nacl toegevoegd. 

In tabel I vindt men de voornaamste resultaten van dit 
onderzoek vereenigd. Om ruimte te sparen zijn hieruit de 
volgende grootheden weggelaten: 1° ,,Rest—N” en ,,Eiwit--N” 
van de uitgangsproducten; 2° de uitzoutingsconcentraties van 
het ammoniumsulfaat, zooals die voor de diverse in onderzoek 
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genomen anatoxinen uit de van te voren bepaalde uitzoutings- 
curven afgeleid werden; 3° de Py van de door adsorptie te 
zuiveren, reeds eenmaal door uitzouting gereinigde, anatoxine- 
oplossingen. Deze laatste werd zoo nauwkeurig mogelijk op P H 
= 6.0 ingesteld en varieerde tusschen de grenzen 5.99 — 6.08, 


met als gemiddelde 6.01; 4° de quotienten “{ voor de uit- 
gangsproducten en de hieruit verkregen gereinigde anatoxine- 
oplossingen. 

Onder Reinigingsfactor (R.F.) wordt, evenals in de vorige 


mededeelingen, verstaan het quotient aw van het gezuiverde 


product gedeeld door dezelfde waarde van het uitgangs- 
materiaal, resp. van het één- of tweemaal gereinigde anatoxine. 

Alle anatoxinen werden bereid uit toxinen bereid met Martin- 
bouillon, waaraan volgens Tomesic (3) 0.5% natriumacetaat en 
0.2% glucose toegevoegd was. Een uitzondering hierop maakt 
anatoxine No. 31, dat stamde van een toxine bereid met een 
voedingsbodem volgens voorschrift van Pope (4). Daar dit 
anatoxine analysecijfers vertoonde, geheel afwijkende van de 
bovengenoemde (hooge ,,Totaal—N”’, lage ,,Eiwit—N” en rela- 
tief hooge antigeenwaarde), werden de hiermede verkregen 
resultaten niet gebruikt bij de berekening van de in de tabel 
opgenomen gemiddelden. 

Uit de in deze tabel weergegeven cijfers blijkt, dat inder- 
daad een twee- en zelfs drievoudige uitzouting een qualiteits- 
verbetering t.o.v. het één- resp. tweemaal uitgezouten product 
tengevolge heeft. Begrijpelijkerwijze zijn de hierbij verkregen 
reinigingsfactoren belangrijk kleiner dan die welke bij een 
eerste uitzouting bereikt worden. Hierbij toch wordt reeds het 
overgroote deel van de niet antigeendragende stikstofproducten 
door affiltreeren verwiiderd en slechts een klein gedeelte hier- 
van blijft aan het antigeendragende eiwitneerslag gebonden. 
Hiervan wordt wel is waar een vermoedelijk evenredig deel bij 
de tweede uitzouting verwijderd, doch absoluut genomen is de 
hoeveelheid hiervan veel geringer dan bij de eerste uitzouting 
het geval is: Een zelfde redeneering geldt voor het driemaal 
uitzezoute en door adsorptie aan aluminiumhydroxydesuspensie 
tweemaal gereinigde anatoxine. 

Bij nadere beschouwing van een en ander valt nog het 


volgende op te merken. 
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In het algemeen zal een driemaal herhaalde uitzouting niet 
loonend zijn. De verkregen hoogere zuiverheidsgraad weegt 
niet op tegen het hieraan verbonden antigeenverlies. Wat de 
tweede reiniging door adsorptie betreft, valt op dat wel is waar 
de RF. hierbij iets gunstiger is dan bij een tweede uitzouting 
met ammoniumsulfaat verkregen wordt, doch dat hier een 
tamelijk groot antigeenverlies tegenover staat. Ook de wissel- 
valligheid in de verkregen resultaten pleit tegen het gebruik van 
deze methode. Een en ander is in overeenstemming met reeds 
vroeger (5) medegedeelde ervaringen. Ten slotte zij nog ver- 
meld, dat ook getracht werd de door éénmalige uitzouting met 
ammoniumsulfaat gereinigde anatoxinen door precipitatie met 
aluminiumsulfaat (6) ten tweede male te reinigen. Deze proeven 
Jeverden echter geen resultaat op. De in de reeds eenmaal ge- 
zuiverde producten aanwezige hoeveelheden eiwit en andere 
stikstofhoudende producten waren te gering om verwerkbare 
neerslagen met aluminiumsulfaat te geven. 

In enkele vorige publicaties (1) (5) werd vermeld, dat van 
de op verschillende manieren gezuiverde en geconcentreerde 
toxinen en anatoxinen, monsters onder toluol bewaard werden, 
om hiervan op geregelde tijden de antigeenwaarde te bepalen. 
Het bewaren geschiedde bij kamertemperatuur (+ 18° C.), ter- 
wijl in het algemeen maandelijks de antigeenwaarde door uit- 
vlokking bepaald werd. Gedurende een jaar werd aldus het ver- 
loop hiervan nagegaan. De verschillende producten zijn in 6 
groepen te verdeelen en wel als volgt. 


Groep I: Toxinen, gezuiverd door precipitatie met aluminium- 
sulfaat. 


Groep Il: Toxinen, gezuiverd door adsorptie aan aluminium- 
hydroxyde. 


Groep Ill: Toxinen door uitzouting gereinigd. 


Groep IV: Anatoxinen, gezuiverd door precipitatie met alu- 
miniumsulfaat. 


Groep V: Anatoxinen, door adsorptie gezuiverd. 
Groep VI: Anatoxinen, door uitzouting gereinigd. 
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Totaal onderzocht.... 


Niet achteruitgegaan . 
Wel achteruitgegaan . 


Achteruitgang gem... . 


In tabel II vindt men de resultaten van den achteruitgang 
in antigeenwaarde der verschillende producten, na een jaar be- 
waren bij kamertemperatuur, overzichteliik gerangschikt. Bij de 
berekening van den ,,gemiddelden achteruitgang” in antigeen- 
waarde zijn niet opgenomen de producten, welke aan het eind 
van het jaar dezelfde A.W. als in het begin hiervan vertoponden. 

Bij nadere beschouwing van deze tabel blijkt het volgende. 

1°. In het algemeen blijken de gezuiverde anatoxinen 
stabieler dan de gezuiverde toxinen. 

2°. De toxinen en anatoxinen welke door uitzouting ge- 
zuiverd zijn blijken het meest, die welke door adsorptie van 
aluminiumhydroxyde suspensie gereinigd zijn, het minst stabiel 
te zijn. 

In het algemeen is echter de achteruitgang in antigeen- 
waarde klein. Het antigeendragende eiwitcomplex in diphterie- 
toxine en -anatoxine schijnt derhalve ook zonder de aanwezig- 
heid van grootere hoeveelheden beschuttingscolloiden vrij goed 
bestendig te zijn, zulks in tegenstelling met de antigeendragende 
stoffen in tetanustoxine. 

Anatoxine afkomstig van toxine bereid met den voedings- 
bodem volgens Pope eigent zich blijkbaar bijzonder goed voor. 
zuivering; meer uitgebreide onderzoekingen daaromtrent zullen 
later worden medegedeeld. 


Samenvatting. 
1°. Naar aanleiding van reeds vroeger medegedeelde 
proeven werd getracht een aantal diptherieanatoxinen door een 
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twee- resp. driemaal herhaald uitzoutingsproces verder te 
reinigen dan na een éénmalige uitzouting het geval was. Hierbij 
bleek een tweemalige reiniging nog loonend te zijn, zoowel wat 
de verhooging van de reinheidsfactoren als wat de antigeen- 
opbrengst betrof. 

2°. Tevens werd een tweede reiniging van reeds eenmaal 
uitgezouten en weer opgeloste anatoxinen uitgevoerd door het 
hierin aanwezige antigeen te adsorbeeren aan aluminium- 
hydroxyde suspensie en hiervan weer te elueeren met een 1/15 
molaire natriumphosphaatoplossing, volgens een werkwijze, oor- 
spronkelijk door Schmidt beschreven. De resultaten hiervan 
waren qualitatief iets beter dan door uitzouting verkregen 
werden, doch hiertegenover stond een tamelijk groot antigeen- 
verlies. Overigens bleek deze methode ook in de hier beschreven 
proeven zeer wisselvallig in haar uitkomsten te zijn. 

3°. Een overzicht werd gegeven van de houdbaarheid van 
het antigeen van gezuiverde toxinen en anatoxinen. Deze 
werden gedurende een jaar bij kamertemperatuur bewaard en 
regelmatig gecontroleerd. In het algemeen was de achteruitgang 
van de ,,A.W.” gering, doch bij de toxinen iets sterker dan bij 
de anatoxinen. De door uitzouting met ammoniumsulfaat ge- 
reinigde producten verloren het minste, die door adsorptie aan 
alurniniumhydroxyde gezuiverde preparaten iets meer van hun 
antigeen. 
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Bijdrage tot de kennis en beoordeeling der 
electrometerlampen. 


DOOR 


Dr. W. A. G. VAN EVERDINGEN en Dr. J. IDZERDA. 


_ In een vorige publicatie *) behandelden wij in het kort de 
electrometerlamp en hare practische toepassing voor het meten 
van kleine potentiaalverschillen voor biologische doeleinden. 

Door vele tot ons gerichte vragen hiertoe aangespoord, zullen 
wij in deze verhandeling een nadere beschouwing over de theorie 
van de electrometerlamp geven. De nauwkeurigheid waarmede 
metingen zelve kunnen verricht worden zij dan het onderwerp 
voor een volgende bespreking. 

Verwijzende naar onze vorige publicatie, willen we hier alleen kort in 
herinnering brengen dat de electrometerlamp een bijzonder soort triode is, 
welke, zooals bekend, bestaat uit een luchtledige glazen ballon met een hoog 
vacuum, waarin zich een gloeidraad bevindt als electronenbron; een ,,plaat” 
Waaraan men een positieve spanning pleegt aan te leggen teneinde een 
electronenstroom te verkrijgen, loopende van de electronen uitzendende 
gloeidraad in de richting van deze plaat en één of meer ,,roosters”, meestal 
geplaatst tusschen gloeidraad en plaat, teneinde op nader te beschriiven 
wijze genoemde electronenstroom te beinvloeden. 


De Emissie. 


Het eerste onderdeel dat bij de theoretische behandeling van 
de electrometerlamp onze aandacht vraagt is de emissie. 
Onder emissie wordt verstaan het uittreden van electronen uit 
den gloeidraad. 

De gloeidraad toch die zich in een electrometerlamp bevindt 
dient om, door middel van verwarming met den electrischen 


1) Ned. Tijdschr. v. Hyg. Microb. en Ser. 1933, 299—317 
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stroom, in de lamp een electronenbron te verkrijgen waarvan 
men de electronenafgifte naar behoefte kan regelen. Het elec- 
trisch verwarmen van den draad veroorzaakt het uittreden van 
electronen uit dezen draad. De electronen in het metaal krijgen 
door de verwarming een z66 groote snelheid dat zij de aan- 
trekkingskracht der moleculen aan het oppervlak van den 
metalen geleider kunnen overwinnen en hierdoor uit den 
geleider kunnen treden. 

De emissiestroom is hierbij bij een korten en dikken draad 
geliikmatig over het geheele middelste gedeelte van den draad 
verdeeld, alleen aan de uiterste einden ontstaat door afkoeling 
geen emissie. Bij langere draden verdeelt de emissie zich zeer 
onregelmatig over den geheelen draad. De benoodigde energie 
voor de temperatuursverhooging van den draad wordt bepaald 
door het product stroomsterkte x spanning (Ir x Vs). 


Electronen zijn de kleinste deeltijes electriciteit met een 
bepaalde negatieve lading. In vacuo zijn de electronen vrij be- 
weeglijk en bewegen zich met onveranderlijke snelheid recht- 
liig voort. Electrische velden kunnen de electronen van 
richting en van snelheid doen veranderen. Stellen wij ons voor 
dat een electron in een electrisch veld is gebracht en daardoor 
een potentiaal verschil doorloopt van V volts, dan is wanneer 
e de negatieve lading van het electron voorstelt, de gepresteerde 
arbeid e'V. Nu is e V = aan de uiteindelijk bereikte kinetische 


. 2 } . 
energie = -" Dusvc= ] 28 V cm/sec. (I). Wanneer V in 


volts wordt uitgedrukt bijv. V = 100 Volt, dan is v = 594 
V 100 KMisec. = + 6000 KM/sec. 


We vinden hier dus het verband tusschen snelheid en het 
doorloopen potentiaalverschil. 

Verder vormt de kinetische energie der electronenbeweging 
mM v;{? 

2 

de gemiddelde snelheid der electronen in metalen geleiders vol- 
gens de waarschijnlijkheidswet van Maxwell, voorstelt. 
(R = 1,3.10-° erg/graad = gasconstante betrokken op één 
molecuul. T = de absolute temperatuur). 
Bij T = 1000 vindt men bijv. V = 173.10° cm/sec. 


de warmteinhoud van het metaal: = R T (Il), waarin ve 
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Wij vinden hier dus het verband tusschen snelheid en tem- 
peratuur. 

Uit (I) blijkt het verband tusschen snelheid en doorloopen 
potentiaalverschil. Uit (II) kunnen we nu zien welk potentiaal 
verschil aequivalent is met eem bepaalde temperatuur (,,tempe- 
ratuurspanning’’), en verkrijgt dan het verband tusschen span- 
ning en temperatuur uitgedrukt in de formule Er = 8,6.10~, 
waarin Er de temperatuurspanning voorstelt. Voor Wolfram: 
T = 2323° geldt Er = 0.2 V; voor Blaricum T = 1161°, geldt 
Er = 0.1 Volt, m.a.w. temperatuursverhooging van het metaal 
is slechts een andere uitdrukking daarvoor dat de gemididelde 
snelheid vt der electronen verhoogd is. (II). 


Zooals wij reeds opmerkten worden de electronen aan. het 
oppervlak van den metalen geleider door de aantrekkingskracht 
der moleculen tegengehouden. Slechts die electronen kunnen 
uittreden, die een snelheid hebben voldoende groot om deze aan- 
trekkingskracht te overwinnen. 

Deze benoodigde snelheid kan in analogie met de formules 
(I) en (Ii) weer in Volts worden uitgedrukt, en men noemt haar uit- 
treedarbeid (E.). Zij is afhankelijk van den aard van het mate- 
riaal. Wolfram heeft een E. van 4.5 V., Thorium van 3.3 V., 
Barium van 1.5 V. Vergeliikt men deze cijfers met die welke 
gegeven worden door de temperatuurspanning (E:), dan blijkt 
dat de gemiddelde snelheid die men de electronen in het metaal 
door verwarming geeft veel te laag is om den uittreedarbeid te 
kunnen overwinnen. 

De temperatuursspanning is begrensd, want te veel ver- 
warming van het metaal doet dit verdampen. E: is voor de 


hoogst mogelijke temperatuur + Y 20 X kleiner dan Eo. 


Brengt men nu aan de anode van de lamp een zekere 
positieve spanning aan, terwijl de negatieve pool van de batterij 
verbonden wordt aan den gloeidraad, dan zullen de electronen 
naar deze anode worden getrokken. Er ontstaat dus een elec- 
tronenstroom gericht naar de anode en uitgaande van den 
electronen emitteerenden geleider. 

Tot goed begrip van wat hier physisch gebeurt diene het 
volgende: de electronen die uittreden vormen slechts een zeer 
klein gedeelte van alle in het metaal aanwezige electronen. Dit 
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kleine gedeelte is nochtans groot genoeg om een stroom van 
normale grootte te verwekken, die uit te drukken is in ampére 
per cM. draadoppervlak. De maximale electronenstroom ie 
veizadigingsstroom) wordt bereikt wanneer al de uitgetreden 
electronen deelnemen aan de stroomvorming. 

In de meeste gevallen bereikt deze maximale verzadigings- 
stroom niet geheel de anode; m.a.w. een in den anodekring ge- 
schakelde galvanometer geeft niet de volle Is-waarde aan, doch 
slechts een deel hiervan, n.l. de anodestroom (Ia). In de voor Is 


opgestelde formtiles le > 0.8% 10 "Ee 310 a= liggen 


alle voorwaarden opgesloten waaronder I: haar maximale 
waarde kan bereiken; dit ziin de waarden Eo en E:; de voor- 
waarden zijn dus direct terug te brengen tot de formules (I) en 
(II) en onze beschouwing over Eo, en bestaan uit de volgende 
factoren: 


1) De t° van den gloeidraad (It en Vt). 

2) de uittreedarbeid van het materiaal van den gloeidraad. 

3) het electrische veld veroorzaakt door de plaatspanning. 

4) het electrische veld veroorzaakt door een bovendien 
aangebrachte roosterspanning. 

5) de roosterstroom. 


ad 1. Wanneer de gloeistroom It verandert (bij gelijk- 
bliivende Va) verandert natuurlijk ook Ia. De grootte van den 
verwarmingsstroom van den gloeidraad is voorts van invloed 
op de grootte van Is; een verandering van den verwarmings-. 
stroom (gloeistroom Ir) van 1%, verandert Is 25 — 10%. 

ad 2. Het begrip ruimtelading bespraken wij reeds in een 
vorige publicatie '). Zooals bekend mag worden verondersteld 
zullen de uit den gloeidraad tredende electronen niet allen de- 
zelide snelheid krijgen. Er ontstaat rondom den gloeidraad een 
electronenwolk. Deze wolk is opgebouwd uit die electronen, die 
niet onder invloed van het versnellende anodeveld naar de 
anode vliegen maar om den gloeidraad blijven hangen. 

Dat dit inderdaad het geval is bliikt wanneer men dicht bij 
den gloeidraad een rooster aanbrengt, dit een zekere positieve 
potentiaal geeft door het eveneens aan de anodebatterij te ver- 


‘) Ned. Tijdschr. vy. Hyg. Microb. en Ser. 1933, 299—317. 
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binden en een ampéremeter in dezen roosterkring inschakelt. 
Deze vertoont een zekeren uitslag, doordat electronen worden 
afgevoerd uit de electronenwolk tengevolge van het  positief 
electrisch veld om dit z.g. ruimteladingsrooster. Zooals wij 
straks zullen zien staat deze electronenstroom (Ie) in een zeer 
bepaald verband met den anodestroom (la). 

Verhoogt men den gloeistroom (Ir) dan komen, meer 
electronen uit den draad vrij: I: wordt grooter; dit verschijnsel 
nu houdt op een gegeven moment op. Verdere verhooging der 
verwarming van de kathode heeft geen invloed meer op den naar 
de anode vloeienden stroom: de invloed der ruimtelading doet 
zich’ gelden. Ondanks de positieve anodespanning vliegen niet 
alle electronen naar de anode. Ia bereikt niet de volle waarde 
van Is. Dit kan alleen gebeuren wanneer door de ruimte- 
lading een tegenveld ontstaat en de potentiaal (denk in 
dit verband aan formule I), dus daalt onder die van den 
gloeidraad. De ruimtelading kunnen we voorstellen door een 
vlak met een bepaalde potentiaal (aequipotentiaalvlak) waar- 
tegen een deel der electronen niet kan oploopen, omdat deze 
geen voldoende snelheid bezitten. In dit geval is dus niet de 
anodespanning, maar de zich onder invloed van de ruimtedaling 
vormende ,,minimum potentiaal” (formule I) maatgevend. Wordt 
deze minimum potentiaal nu enkele tiende volts lager dan wordt 
een grooter procent der uitgetreden electronen in den gloei- 
draad teruggedreven. Vandaar het merkwaardige verschijnsel 
dat ondanks de grootere verwarming der kathode de naar de 
anode vloeiende stroom bijna niet verandert. 

ad 3. De invloed van de plaatspanning is alleen die van 
een versnellend electrisch veld. 

ad 4. Als volgende factor die het verschil tusschen Is en Ia 
kan beinvloeden treedt de werking van het stuurrooster in de 
lamp op. Geeft men het stuurrcoster een zekere negatieve 
spanning, dan zal deze spanning zooals bekend een remmende 
werking uitoefenen op de electronenbeweging naar de anode. 
Het resultaat is dat wij een vermindering van den anodestroom 
waarnemen. Ook dit rooster nu oefent tezamen met de andere 
genoemde factoren een zeer bepaalden invloed uit op de grootte 
der emissie zooals wij die plegen te meten. Bij electrometer- 
lampen in hun eenvoudigste gedaanten kan men slechts den 
anodestroom als onderdeel der emissie metei!. Wil men het ver- 
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band Ia en Is nagaan, dan is het noodig een lamp met ruimte- 
ladingsrooster te gebruiken. Onze waarnemingen zijn dan ook 
uitgevoerd met de electrometerlamp S H 115. In deze lamp 
treft men de verschillende onderdeelen aan, als volgt gerang- 
schikt. De gloeidraad, om deze heen het ruimteladingsrooster, 
daaromheen het stuurrooster en ten slotte de plaat. 

De totale emissie nu van een lamp met ruimteladings- 
rooster is de som van anodestroom en ruimteladingsstroom 
(Em = Ia + Ie) benevens den straks uitvoerig te behandelen 
roosterstroom. 


Fig. 1. Ixr = lekstroom. Ig = ionenstroom. Ig = electronenstroom. 
Ontleend aan: Barkhausen, Lehrbuch der Electronenrdhren 2. Bd. p. 270. — 1933. 


Wanneer wij nu eenige Is—Ve krommen bij verschillende 
anodespanning aanleggen en daarnaast tevens eenige Ie—Vs 
krommen bij dezelfde, onderling verschillende, anodespanningen, 
dan constateeren wij: dat bij stiigende negatieve roosterspan- 
ning Ia daalt. Uit Em = Ia + Ie zou moeten volgen dat le stijgt 
bij dalende Ia. Dit is inderdaad het geval, echter slechts tot een 
zekere waarde van Ve. Wij vonden b.v. in een bepaald geval 
dat bij Va = 5 volt inderdaad blijkt dat bij Ve = — 3 tot — 3.5 
volt Ia daalt en Ie stijgt. Bij Ve = — 3.5 tot — 4 volt echter blijft 
I, dalen terwijl nu ook Ie zich in dalende richting beweegt. Een 
mogelijke verklaring van dit feit zou hierin gelegen kunnen zijn 
dat de electronen die tengevolge van het sterke negatieve veld van 
het stuurrooster niet de anode bereiken, maar teruggestooten 
worden in de richting van den gloeidraad, in sommige gevallen 
een dusdanige snelheid hebben dat ze het positieve veld van het 
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ruimteladingsrooster passeeren en dus niet door dit rooster 
kunnen worden afgezogen, maar bijv. op den gloeidraad be- 
landen, terwijl wanneer hun snelheid te klein is, zij het positieve 
veld van het ruimteladingsrooster niet kunnen passeeren en dan 
door dit rooster worden afgevoerd. In het eerste geval zal Ie 
niet toenemen, in het tweede geval wél. Hoe sterker het nega- 
tieve veld van het stuurrooster is, met des te grooter kracht 
zullen de electronen worden afgestooten em des te meer kans 
is er dat ze het ruimteladingsrooster kunnen passeeren. Inder- 
daad zien wij uit de curve bij toenemende negatieve rooster- 
spanning een voortdurende vermindering van Ie. Dat hierbij de 
spanning van de plaat en de hoeveelheid van den gloeidraad 
geémitteerde electronen tevens een rol spelen is duidelijk, daar 
eenerzijds de electronen onder invloed van een zeer sterk ver- 
snellend veld der anode een veel grootere snelheid krijgen en 
dus meer kans hebben het remmende stuurroosterveld te over- 
winnen en anderzijds de grootere hoeveelheid electronen bij een 
krachtige emissie natuurlijk het ontstaan op het geheele ge- 
beuren haar invloed heeft. Het is in principe denkbaar dat bij 
een zeer bepaalde verhouding van bovengenoemde factoren een 
bepaald traject van de negatieve roosterspanning gevonden 
kan worden waarbij Ie constant blijft. Een dergelijk traject 
vonden wij bijv. bij Ve = — 3 tot 3.5 volt bij Va = 4.5 volt. 

Een tweede reden kan gelegen zijn in het overgrijpen van 
het stuurroosterveld in het veld van ruimteladingsrooster, waar- 
door ook minder electronen uit den gloeidraad kunnen treden, 
hoewel wij gelooven dat deze factor pas bij zeer sterk negatieve 
roosterspanning een rol gaat spelen. 

Als tweede zeer belangrijk onderdeel dat aan een nadere 
beschouwing zal worden onderworpen, komt het vraagstuk der 
roosterstroom naar voren, welk vraagstuk voor een juist inzicht 
in de moeilijkheden om de triode te gebruiken voor het meten 
van kleine potentialen van groote beteekenis is. 

Wij zetten in onze vorige publicatie kort uiteen dat de 
roosterstroom opgebouwd is uit drie componenten: 

1°. De lekstroom, bestaande uit a) een lekstroom van 
rooster naar kathode, b) een lekstroom van plaat naar rooster. 

2°. Een positieve ionenstroom bestaande uit een aantal 
geioniseerde gasmoleculen evenredig met den electronenstroom 
van kathode naar plaat. 
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3°. Een electronenstroom van kathode naar rooster bij 
positief of zwak negatief geladen rooster. Bij een zeer zwak 
negatief rooster kunnen de electronen nog door hun eigen snel- 
heid tegen het afstootende veld in, het rooster bereiken. Deze 
laatste componente heeft voor ons practisch geen beteekenis 
omdat wij steeds werken bij een sterk negatieve roosterspanning 
(minstens 2 volt negatief). 

De sub 2° genoemde ionenstroom, ook wel ionisatiestroom 
genoemd, is van veel meer beteekenis bij potentiaalmetingen. 

De door de ionisatie veroorzaakte roosterstroom Is is 
proportionaal met den anodestroom. Een hoogere anodespanning 
heeft een sterker ioniseerende werking. Wij moeten daarbij 
rekening houden met den vacuumfactor van de gebruikte lamp. 
Deze is V = —Ig/la; Ig = — V la. Barkhausen geeft nu in 
ziin leerboek daaromtrent een zeer duidelijke aanwijzing: 
»Unterhalb der Ionisierungsspannung d.h. fiir Ua = 10 Volt is 
V und damit Is— vollstandig null”. M.a.w. een electrometer- 
lamp behoort geen anodespanning te hebben > 10 V. Ten over- 
vloede zij nog vermeld wat Barkhausen zegt in het hoofdstuk 
handelende over het gebruik van electronenlampen als electro- 
meter: ,,Bei den besten iiberhaupt herstellbaren Vakuum von 
10°” Atm. musz man bei 200 Volt Anodenspannung immer noch 
mit einem Vakuumfaktor von V = 107‘ rechnen. Will man daher 
Widerstande von 10°" oder héher erreichen so musz man unbe- 
dingt mit der Anodespannung unter die lonisierungsspannung 
von etwa 10 Volt heruntergehen, damit der Vakuumeinflusz 
verschwindet!”’ 

De tweede componente der roosterstroom nl. de lekstroom 
wordt veroorzaakt door onvolkomen isolatie (Ik). Er wordt 
steeds de aandacht op gevestigd dat aan de isolatie van den 
roosterkring bijzondere voorzorgen moeten worden besteed 
aangezien men anders kans loopt onnauwkeurige metingen te 
verrichten. Vooral vocht en slechte contacten in den rooster- 
kring (weerstand) zijn uit dei booze. Opvallend is echter dat 
wij behalve in de zuiver physische literatuur zoo weinig vermeld 
vinden over het wezen der lekstroom in de lamp zelve. Het 
loont echter ten zeerste de moeite dit vraagstuk eeris nader te 
beschouwen. Vooral wanneer men bij het meten van zeer kleine 
potentialen groote uitwendige weerstanden tusschen rooster en 
kathode aanbrengt verdient het aanbeveling zich de beteekenis 
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van dezen weerstand in verband met de roosterisolatie in de 
lamp zelve rekenschap te geven. De lekstroom is niet groot en 
komt alleen tot uiting beneden het punt waar de positieve elec- 
tronenstroom (Iz), de derde componente der roosterstroom, tot 
uiting begint te komen. Deze is vooral na het punt waar hij begint 
op te treden, zoo groot dat de lekstroom in dit gebied geen be- 
teekenis heeft. We werken juist beneden het gebied waar Ie+ 
optreedt omdat we deze zooveel mogelijk willen vermijden. 
Lekstroomen kunnen ontstaan door onvolkomen isolatie 
tusschen rooster en anode eenerzijds, tusschen rooster en 
kathode anderzijds. Zij representeeren weerstanden en wel Re 
waarachter de negatieve voorspanning — Vg werkzaam is en 
Rea waarachter Va + (—Vz) werkzaam is. De grootte van 
beide weerstanden is in droge omgeving 10° tot 10°° a. De 
weerstand van den galvanometer G (schema I) is ten opzichte van 
deze weerstanden te verwaarloozen en wordt doorloopen door 


j = Va—V 
de som der beide lekstroomen. [kr = Ve te g 
Rek Rega 
waarin Va = anodespanning en Vz = negatieve roosterspanning. 
Voor Ve = o, dan Ikro = - 
ga 


Nemen we aan dat onder goede omstandigheden Re = 10”°. 
Dan is dus bij een anodespanning van 10 V, en een rooster- 


10 


cn 10° Amp. aan- 


spanning van 0 Volt een lekstroom van 
wezig. 

De galvanometer tusschen rooster en kathode wordt door- 
loopen door de som van beide lIekstroomen. 

Dit kan schematisch aldus worden voorgesteld: 


Schema I. Schema II. 
Ontleend aan Barkhausen Lehrbuch der Elektronenrdhren 2. Bd. p. 271. — 1933. 
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Zooals wij reeds opmerkten kan de weerstand van den gal- 
vanometer t.o.v. Rea en Rex verwaarloosd worden. 
Stelt men toch den weerstand van den galvanometer, bij 


Vz =— 2 Ven Va = 10V, gelijk nul, dan wordt deze dus door- 
loopen door 355+ N42 —14 = 1,410" A. 


Stel nu dat de weerstand van den galvanometer 10 QQ is, 
dan is het duidelijk, dat deze t.o.v. 10°°Q verwaarloosbaar klein 
is. Hij zal doorloopen worden door de som der beide lekstroomen. 
Anders wordt echter de situatie wanneer in plaats van den gal- 
vanometer een weerstand komt van de grootte orde van Rex. 
De stroom over Rex moet door dezen weerstand in zijn geheel 
heen, maar t.o.v. den stroom over Rea zijn deze beide weer- 
standen, van dezelfde grootte orde parallel gelegen, dus zal de 
helft van den stroom door Rea over beide weerstanden loopen. 

Zijn Rea en Rex = 10°° Q dan kunnen we groote weer- 
standen op den roosterkring aanbrengen. Ixr is bij, eem uitwen- 
digen weerstand van 10° als dan niet grooter dan 1,3.10~° A. 
Een lekstroom van deze grootte orde zal, met tegengesteld 
teeken in J. tot uitdrukking komende, op een anodestroom- 
instrument van b.v. 10-' per deelstreep geen waarneembare 
afwijkingen veroorzaken. 

Tenslotte zullen wij nagaan hoe wij de besproken rooster- 
stroomen kunnen meten. Deze zijn bij de experimenteele om- 
standigheden waaronder wij werken, in het algemeen zoo klein 
dat een directe meting niet wel mogelijk is: Indirect kan men 
echter de grootte van den roosterstroom wél meten. De indi- 
recte meting van roosterstroomen geschiedt op een wijze die wij 
aan de hand van waarnemingen ij de electrometerlamp S H 115, 
nader zullen bespreken. 

Men begint allereerst een karakteristiek te vervaardigen, 
die aangeeft de mate waarin de anodestroom varieert bij ver- 
andering der roosterspanning (Ia—Vzs kromme). Hierbiji is v6ér- 
ondersteld dat zich in den roosterkring geen weerstand bevind 
(fig. II). 

Vervolgens brengt men in den roosterkring een grooten 
nauwkeurig bekenden weerstand en legt wederom een Ia—Ve 
kromme aan. Deze curve zal t.o.v. de eerste, niet parallel, ver- 
schoven zijn, als uiting van de optredende roosterstroomen. 

Kennen we nu een bepaald punt Ai van de eerste kromme 
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dan komt dit punt overeen met Az van de tweede kromme. Het 
aldus ontstane verschil kan men betrekken op de Ve-as. Wij 
vinden dan een zekere overeenkomstige waarde, in mV rooster- 
spanningsverandering uitgedrukt. De weerstand in den rooster- 
kring is bekend (Re), de optredende roosterspanningsveran- 
dering a: a2 is eveneens bekend. Met de wet van Ohm kan men 
dus Iz bepalen. De floatingpotential vinden wij op deze wijze 
in het punt waar geen roosterstroom is aan te toonen, m.a.w. de 
verschuiving van beide curven t.o.v. elkaar is in dit punt = O. 

Stel nu dat wij bepaald hebben het verloop bij Re. Brengen 
‘we in den roostering nu een onbekenden weerstand (Rx) aan en 
leggen hiermede een Ia—Ve kromme aan. We zien dan uit deze 
kromme dadelijk of onze eerste, bekende Re grooter of kleiner 
is dan Rx. Hebben wij nu de beschikking over eenige weer- 
standen van nauwkeurig bekende waarden dan is het op deze 
wijze mogelijk Rx te benaderen. Is onze Rs grooter dan Rx dan 
zal de fout die wij maken, door optredenden roosterstroom nooit 
grooter worden dan de waarde die wij vonden voor de noodige 
roosterstroomcorrectie bij Re. 

Wij kennen uit onze metingen met de grootere, bekende Re 
den optredenden maximalen roosterstroom (Ismax). Zorgen 
wij, door voldoende negatieve voorspanning aan het rooster te 
brengen, dat we links van de floating potential bliiven met onze 
metingen, dan zijn wij vrijwel veilig. Men kan dan op de be- 
schreven wijze met deze Re in den roosterkring een rooster- 
stroomkarakteristiek aanleggen. Heeft men deze éénmaal vast- 
gelegd, dan kent men niet alleen de F.P. als nauwkeurig ge- 
definieerd punt, maar bovendien kent men op elk willekeurig 
punt buiten deze F.P. de grootte van den correctiefactor die 
men moet aanbrengen voor den op dit punt optredenden rooster- 
stroom. 

Tot slot moge nog een enkele opmerking gemaakt worden 
over de emissie en de floating potential in verband met de 
roosterstroomkrommen die in fig. 2 zijn aangegeven. 

Wij definieerden de emissie als de som van anodestroom 
en ruimteladingsroosterstroom. (Em = Ia + Ie). De grootte van 
Ja en Ie ten opzichte van elkaar is, zooals wij zagen, wisselend. 
Deze wisselende waarde zal echter in een Ia—Vse kromme 
steeds verdisconteerd zijn, mits de waarde van de spanning 
van het ruimteladingsrooster ten opzichte van een ge- 
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liikblijvende anodespanningswaarde niet verandert. In ons ge- 
val, waar wij metingen verrichten met de S H 115 hadden plaat 
en ruimteladingsrooster. beide dezelfde spanning. Alleen wanneer 
bij een bepaalde anodespanning de spanning van het ruimte- 
ladingsrooster gevarieerd wordt, moet men wel de grootte van 
le kennen bij elke waarde van Ia en dus als het ware een cor- 
rectie aanbrengen op de Ja—Vz kromme. 

Uit Fig. II blijkt bovendien nog dat de F.P. wisselend re 
voor bepaalde waarden van Va. Wil men de FP. in zijn 
metingen op eenigerlei wijze betrekken dan dient men dus in 
het oog te vatten dat zijn plaats afhankelijk is van Va (bij ge- 
liikblijvende Em). 

Hierbij dient opgemerkt dat, wanneer men in de FP. 
metingen wil verrichten men in zooverre rekening moet houden 
met roosterstroomen, dat zij een grootte orde zouden kunnen 
krijgen die schadelijk is voor de objecten die zij doorstroomen. 
Immers wanneer men in de F.P. werkende een onbekende poten- 
tiaal op het rooster aanbrengt, verkrijgt men een zekere ver- 
andering der Ia waarde. Men gaat dus uit de F.P., laten we 
aannemen in linksche richting, er kunnen dan schadelijke roos- 
terstroomen optreden. Compenseert men nu op het rooster, 
d.w.z. brengt men aan het rooster een zoodanige tegenspanning 
aan t.o.z. van de onbekende potentiaal dat de I. waarde weer 
haar uitgangswaarde bereikt, dan is men weer in F.P. terug. 
Fouten door roosterstroomen worden hier dus vermeden, voor- 
zoover deze de metingen zelve betreffen. Wanneer na controle 
is gebleken dat een te gebruiken lamp een roosterstroom bezit 
< 10-** A, dan maakt het kiezen van de F-P. als uitgangspunt 
voor metingen, deze noodeloos gecompliceerd. 

Ten slotte blijkt uit Fig. I] dat het verloop der rooster- 
stroomkromme verandert bij variatie van de anodespanning. 
Een verhooging van Va bij gelijkblijvende Em geeft weliswaar 
een grootere steilheid van de Ja—Vsz kromme, maar men houde 
er rekening mede, dat ook de invloed der roosterstroom sterk 
afhankelijk is van deze spanning. 


Bijdrage tot de kennis en beoordeeling der 
electrometerlampen. 


DOOR 


Dr. W. A. G. VAN EVERDINGEN en Dr. J. IDZERDA. 


II. 


Van de tallooze toepassingen waarbij de moderne electro- 
meterlampen in de praktijk gebruikt worden, willen wij hier ter 
plaatse uitsluitend die opstellingen bespreken, waarbij het meten 
van kleine potentiaalverschillen het doel is. 

In een vorige publicatie over bovenstaand onderwerp zijn 
door ons de theoretische grondslagen uiteengezet, waarop de 
werking van electrometerlampen berust. Wij stellen ons nu voor 
in dit artikel verschillende electrometerlamp-opstellingen, en 
de waarde van de in de praktijk met deze te verkrijgen resul- 
taten, aan een critisch onderzoek te onderwerpen. 

Wij zullen daartoe allereerst eenige opmerkingen van alge- 
meenen aard vooraf laten gaan. De eerste betreft het schatten 
en aflezen der uitslagen van de diverse meetinstrumenten, die 
bij deze opstellingen gebruikt worden. 

Wat betreft de begrippen, schatten en aflezen, bedenke men 
dat, theoretisch bezien, men stééds schat, nddit ,,afleest’”. De 
aanwijsfout die elk meetinstrument bezit, de onmogelijkheid om 
met absolute zekerheid te bepalen of de wijzer van het instru- 
ment nauwkeurig op een bepaalde streep staat, dit alles zijn 
factoren die maken dat elke waarde die men op een meter 
afleest, steeds een benaderingswaarde is. Voor de praktijk 
echter gebruiken wij het woord ,,schatten” om hiermede aan te 
duiden dat de wijzer niet op één van de deelstrepen van de 
schaalverdeeling staat, maar tusschen twee deelstrepen in, 
welke ruimte schattenderwijs in gelijke deelen wordt onderver- 
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deeld. Het begrip aflezen is uitsluitend een practisch begrip, dat 
wil zeggen: Zich realiseerende de betrekkelijkheid van elke 
aflezing, noemt men aflezen, het vaststellen van het feit dat de 
wijzer zich bevindt boven een deelstreep van de_ schaal- 
verdeeling. 

De bij de opstellingen gebruikte meetinstrumenten zelve, 
bezitten zooals we reeds opmerkten, een aan deze instrumenten 
inherente miswijzing, welke miswijzing, in schatting en aflezing 
mede betrokken wordt. Men kan in het algemeen aannemen 
dat de meestal gebruikte gevoelige galvanometers 0.3% fout 
zijn in hun aanwijzing, daar normaalinstrumenten waarop deze 
instrumenten plegen geijkt te worden 0.1% foutieve aanwijzing 
vertoonen. Deze foutenfactor wordt in de aflezing en eventueele 
schatting betrokken. Het is zeer goed denkbaar dat de fouten 
van het meetinstrument zoodanig zijn dat een schatting in tiende 
deelen van een deelstreep geen zin heeft. Een voorbeeld moge 
dit toelichten. 

Stel men gebruikt een instrument met een schaalverdeeling 

van 100 deelstrepen en een totaal meetbereik van 100 X 10~° 
Amp = 107~*A. Indien dit instrument een aanwijsfout bezit van 
max. 0.3% dan kan dus bij 100 strepen uitslag de aanwijzing 
0.3 X 10° A. fout zijn. Aan het einde der schaalverdeeling is. de 
nauwkeurigheid dus grooter. Wij moeten er hier tevens de aan- 
dacht op vestigen dat de meter regelmatig herijkt dient te 
worden daar op den duur de fouten grooter kunnen worden dan 
de fabriek opgeeft. 
. In verband met bovenstaande opmerkingen speelt de anode- 
stroomverandering per m.V. roosterspanningsverandering een 
rol van beteekenis. Indien men bij een bepaalde lamp bij 1 m.V.- 
roosterspanningsverandering, geen volledige streep uitslag van 
het anodestroominstrument krijgt, maar onderdeelen van een 
deelstreep, dan is de steilheid van de lamp t.o.v. het gebruikte 
meetinstrument te klein Of wel men kan zeggen het meet- 
instrument is te ongevoelig voor deze steilheid om 1 m.V. roos- 
terspanningsverandering nauwkeurig af te lezen. 

In de tweede plaats kunnen wij opmerken dat tengevolge 
van de bijzondere plaats die de meetinstrumenten, welke steeds 
een zekeren weerstand representeeren t.o.v. den electrischen 
stroom, in een electrometerlamp opstelling innemen, verschijn- 
selen kunnen optreden, die van belang zijn voor de juiste waar- 
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deering der verhouding tusschen roosterspanningsvariatie en 
plaatspanningsvariatie. Bij de verschillende toegepaste opstel- 
lingen liggen de aanwijsinstrumenten in diverse stroomkringen, 
die alle op zichzelve een nadere beschouwing waard zijn. 

Wij zullen de belangrijkste stroomkringen waarin aanwijs- 
instrumenten kunnen liggen achtereenvolgens behandelen. 


I. de Roosterkring. 
II. de Anodekring. 
II]. de Gloeidraadkring. 


In principe vormt elke meter in één dezer kringen gebracht 
een belasting van dien kring, in dier voege dat men de aan den 
meter inherente weerstand in den kring inschakelt. Over dezen 
weerstand treedt spanningsval op, met al de gevolgen van dien. 

ad I. In den roosterkring kan men dit algemeene ver- 
schijnsel fraai demonstreeren bij de S H 115. Men legt 2 V 
negatieve roostervoorspanning aan, en brengt nu onder controle 
van een precisie millivoltmeter 100 m.V op het rooster extra 
aan. Dit veroorzaakt een bepaalde verandering van den anode- 
stroom (la). Is nu de precisie voltmeter z66 ingericht dat hij 
meerdere meetbereiken heeft, zoodanig dat op het tweede meet- 
bereik gemeten, 100 mV. die bijv. eerst 100 deelstrepen uitslag 
gaf, nu vijf deelstrepen geeft, dan is de gemeten spanning dus 
volmaakt dezelfde, maar de waarde van la verandert. Het is 
dus mogelijk om bij schijnbaar precies dezelfde spanning op het 
rooster verschillende waarden van la te verkrijgen. Deze schijn- 
bare contradictie is alleen te verklaren uit het feit dat men bij 
het overschakelen van het eene meetbereik op het andere, twee 
verschillende weerstanden in den roosterkring brengt. Dit ver- 
schijnsel is alleen te demonstreeren bij lampen die een rooster- 
stroom van eenige beteekenis bezitten en dus gevoelig zijn voor 
verandering van den uitwendigen weerstand in den rooster 
gloeidraadkring *). 

ad Il. In den anodekring treedt een in principe analoog 
verschijnsel op. Ook hier vormt de meter die in den anodekring 
wordt gelegd een belasting van den plaatkring, door de aan het 
instrument inherente weerstand. Over dezen weerstand treedt 
spanningsval op, die aanleiding geeft tot verandering van de 


*) Van Everdingen en Idzerda. Ned. Tijdschrift voor Hyg. en Serologie 
1933, 299-317. 
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plaatpotentiaal en daardoor dus de steilheid van de lamp zeer 
aanmerkelijk kan beinvloeden. Ook hier dus kunnen twee in 
weerstand verschillende meters andere uitkomsten geven. 
Gebruikt men de anodestroomvariatie om daarmede verande- 
ringen van de roosterspanning te meten dan is het zonder meer 
duidelijk dat bij vervanging van meetinstrumenten men zich 
moet realiseeren wat hiervan het onmiddelijke gevolg kan zijn. 
ad Ill. In de gloeidraadketen kan men ook meetinstru- 
menten aantreffen, waarvoor dezelfde overwegingen gelden. 
Zij representeeren steeds weerstanden. 
_ Een voltmeter parallel over den gloeidraad vormt een 
weerstand parallel aan den gloeidraad welke ditmaal in den 
regel voor den stroom een kleineren weerstand representeert. 

In de derde plaats willen wij nog de volgende algemeene 
opmerking vooraf laten gaan. 

Wanneer een metalen geleider electrischen gelijkstroom 
voert, zal tengevolge van den weerstand die de stroom in den 
geleider ontmoet de potentiaal van den stroom dalen. Voor de 
gloeidraad, een geleider met hoogen weerstand, krijgen wij dus 
het feit dat elk stukje van den draad een andere potentiaal heeft 
dan het voorgaande. Het is dus onjuist te spreken van ,,de”’ 
potentiaal van den gloeidraad. Veeleer moet men spreken van 
de gemiddelde potentiaal van den gloeidraad. Men pleegt echter 
alle spanningen in een triode tegen den gloeidraad rekenkundig 
op het negatieve einde van den gloeidraad te betrekken. 

Na deze opmerkingen van algemeenen aard gaan wij over 
tot de bespreking van de verschillende wijzen waarop bij verschil- 
lende schakelingen, spanningen en stroomen kunnen worden 
aangelegd en gemeten. 

I. De eerste manipulatie bij het in werking stellen der 
apparatuur is het sluiten van den gloeistroom ten einde de 
kathode van de lamp de gewenschte emissie te doen geven. Voor 
het verkrijgen van den benoodigden gloeistroom kan men een 
accu gebruiken, waarbij dikwijls inschakeling van weerstanden 
noodig is om de vereischte spanning van den gloeidraad (Vg) 
te verkrijgen. De plaats van deze weerstanden is niet onver- 
schillig zooals later zal blijken. 

De verkregen emissie moet nu gemeten worden. Dit kan op 
verschillende manieren geschieden. Hierbij moeten wij onder- 
scheid maken tusschen verschillende lamptypen en wel enkel- 
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roosterlampen en dubbelroosterlampen. Bij enkelroosterlampen 
kan men de emissie controleeren door het meten van 1° den 
gloeidraadstroom, 2° de gloeidraadspanning, 3° den anode- 
stroom, 4° door middel van een zeer bijzondere opstelling zoo- 
als deze gebruikt wordt in de Cambridge electrometer potentio- 
meter, waar de gloeidraadstroom geregeld wordt door, met be- 
hulp van de variatie van den gloeistroom, een spanningsval, die 
optreedt over een in den gloeidraadkring liggenden weerstand 
van bekende grootte, te compenseeren tegen een normaal 
element. 

Wat betreft het controleeren van de emissie door het 
meten van den gloeidraadstroom of gloeidraadspanning diene 
het volgende: In een vorige publicatie *) merkten wij op dat een 
verandering van den gloeistroom met 1%, den verzadigings- 
stroom tot 25% kan doen veranderen. Uit deze cijfers blijkt, 
dat men een buitengewoon gevoelig aanwijsinstrument moet ge- 
bruiken wanneer men den verzadigingsstroom, en in het alge- 
meen de emissie hiermede een constante waarde wil doen be- 
houden. Meet men de gloeispanning dan is de meetnauwkeurig- 
heid ongeveer tweemaal zoo groot als bij gloeistroommeting, 
daar de gloeispanning tengevolge van de toename van den weer- 
stand met de temperaturen bijna dubbel zoo sterk verandert 
als de gloeistroom. 

Veel nauwkeuriger bepaalt men de grootte der emissie, in 
opstellingen waar dit mogelijk is, door bepaling van de anode- 
stroomwaarde, waardoor ook veranderingen van den uittreed- 
arbeid en bijkomstige temperatuurswisselingen door naregeling 
van den gloeistroom opgeheven kunnen worden. 

Bij dubbelroosterlampen kan men natuurlijk alle boven- 
genoemde methoden zonder bezwaar toepassen. 

Maar bovendien heeft men in de meting van den stroom 
over het ruimtelatingsrooster nog een middel in de hand om de 
emissie te meten. Om niet in herhaling te vervallen moeten wij 
voor de beteekenis van het ruimteladingsrooster voor de 
emissie als zoodanig en voor het bepalen van de grootte der 
emissie verwijzen naar onze vorige publicaties waar dit vraag- 
stuk uitvoerig besproken is. 

II. Hierna volgt de methodiek van het aanleggen en meten 


*) Van Everdingen en Idzerda. Bijdrage tot de kennis en beoordeeling 
d. elektrolampen. Dit tijdschrift Deel 1, no. 1, p. 45 vv. 
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van de plaatspanning, en vergelijking van de nauwkeurigheid 
der verschillende methoden. 

Hierbij moeten wij de restrictie maken, dat de gloeidraad 
op de nulpotentiaal is ingesteld en dus niet zooals bij sommige 
schakelingen deze potentiaal een wisselbare waarde bezit. Op 
dit laatste zullen wij nog nader terugkomen. 

Voor het verkrijgen van de benoodigde plaatspanning kan 
men gebruik maken van 

1° Een aparte anodebatterij eventueel met een weerstand 
in de anodeleiding. 

2° Door het gebruik van de gecombineerde batterij voor 
gloeispanning en anodespanning met of zonder weerstand om 
de juiste benoodigde spanning te verkrijgen. 

Op tweéerlei wijze is het nu mogelijk de waarde van Va 
vast te stellen. 

1° Door meting. 

2° Door berekening, d.w.z. door van de batterijspanning 
af te trekken de berekende spanningsval over een bekenden 
weerstand in den anodekring, waarbij de spanning verkregen 
kan worden door een aparte anodebatterij, hetzij door een ge- 
combineerden spanningsbron, d.w.z. dat men in dit geval de 
voor de plaat en gloeidraad benoodigde spanning en stroom uit 
éénzelide batterij betrekt. 

Wanneer men een meetinstrument in den anodekring legt, 
brengt men steed's, zooals wij boven reeds opmerkten een weer- 
stand in den anodekring aan. Hierover treedt spanningsval op 
waardoor de spanning op de plaat wordt beinvloed. De effec- 
tieve plaatspanning is door directe meting niet te bepalen. Va 
blijft een benaderingswaarde van Vavert. 

Een bepaalde plaatspanning kan men 66k aanbrengen door 
een weerstand van bepaalde berekende grootte in den anode- 
kring te leggen. Vloeit er anodestroom, dan treedt de spannings- 
val over dezen weerstand op een Var: krijgt een bepaalde 
waarde. Verandert de anodestroom van grootte dan zal de 
spanningval over den weerstand veranderen en de plaatspanning 
krijgt een andere waarde. 

De Ja/Vg kromme door de fabriek opgegeven, pleegt een 
zen. rustkromme te zijn, d.w.z. de anodekring is bij het aan- 
leggen der kromme niet belast met eenigerlei weerstand. 
Gebruikt men nu zulk een lamp in een bepaalde opstelling, dan 
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kan men deze kromme niet meer gebruiken en moet men een 
zen. dynamische karakteristiek aanleggen, die het verloop der 
steilheid weergeeft voor dit bijzondere geval. 

Zooals gezegd kan men de anodespanning uit een aparte 
batterij betrekken, maar het is ook mogelijk uit éénzelfde 
batterij de benoodigde spanning en stroomsterkte voor gloei- 
draad en anode beide te betrekken en dan door middel van een 
weerstand in den anodekring Va.etrr op de gewenschte grootte 
te brengen. 

Ill. Het aanbrengen en meten der eventueel benoodigde 
negatieve roosterspanning. Hierbij doen zich allerlei mogelijk- 
heden voor. 

Zooals gezegd kan men ook in den roosterkring niet steeds 
zonder meer een bepaald meetinstrument vervangen door een 
willekeurig ander instrument, wanneer de weerstand van beide 
instrumenten verschillend is. Wil men dus de negatieve voor- 
spanning die aangebracht wordt door meting bepalen, dan moet 
men hiermede rekening houden. Men kan de negatieve spanning 
op het rooster op verschillende wijze verkriigen. 

1° door een afzonderlijke batterij. Wil men 2 volt negatieve 
spanning aanleggen, d.w.z. wenscht men een rooster met een 
potentiaal twee volt negatiever dan de gloeidraadpotentiaal dan 
kan men dit bereiken door een batterij van 2 volt met zijn 
positieve zijde te verbinden aan het negatieve gloeidraadeinde, 
terwijl de negatieve pool van de batterij direct met het rooster 
verbonden wordt. 

Men kan in de tweede plaats ook de negatieve voorspanning 
betrekken uit dezelfde batterij, die dient voor gloeidraad en 
anodevoeding, en wel op de volgende wijze. De gloeistroom- 
batterij A (fig. I) heeft b.v. 6 volt spanning. Op één der boven 
beschreven wijzen wordt in de gewenschte plaatspanning voor- 
zien. Nu wordt een vaste weerstand II gelegd in het negatieve 
en een regelbare weerstand C in het positieve deel der gloei- 
draadleiding. Weerstand C stelt ons in staat den gloeidraad op 
de gewenschte Vr te brengen. Door berekening kan men met 


behulp van de formule | = e den weerstand zoo kiezen dat de 


spanningsval over dezen weerstand het gewenschte potentiaal 
verschil tusschen rooster en het negatieve gloeidraadeinde tot 
stand brengt. 
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Fig. I. Fig. Il. 

Men kan de Ve regelbaar maken op één der navolgende 
wijzen: 

1) hetzij door daartoe D te vervangen door een potentio- 
meter 

2) hetzij door den regelbaren weerstand C in dezelfde 
negatieve leiding te plaatsen als D (fig. II). 

De weerstand C gelegen in het ,,negatieve” gedeelte der 
kathode-leiding ligt in serie met den vasten weerstand D. 

Wat kunnen we nu bereiken met deze beide weerstanden? 
Door beide weerstanden vloeit de totale gloeistroom. D heeft 
een vaste, onveranderlijke waarde en dus ontstaat hierover bij 
gelijkblijivende waarde van den gloeistroom een bepaalde span- 
ningsval van b.v. 2 volt. Punt ai, is op nulpotentiaal in deze 
schakeling. a2 heeft een spanning van + 12 volt ten opzichte 
van ai. De totale spanningsval over de keten a1 — C — D — a: 
= 12 Volt. Deze wordt opgebouwd uit de partieele spannings- 
val over de diverse weerstanden. Beschouwen we nu eerst weer- 
stand D, terwijl we C wegdenken, dan heerscht links van D 
zooals wij stelden een twee volt lagere spanning dan rechts van 
dezen weerstand. Verbindt men nu het rooster links van D dan 
heeft het rooster t.o.v. de rechts van den weerstand zich bevin- 
denden gloeidraad een spanning van — 2 volt. Verbindt men 
nu het rooster rechts van den weerstand dan hebben rooster en 
gloeidraad dezelfde potentiaal. Het rooster is t.o.v. den gloei- 
draad nulpotentiaal. Dat dit zoo is blijkt hieruit dat de anode- 
stroom grooter wordt dan eerst het geval was. Verbindt men 
het rooster direct aan de minpool van de batterij dan heeft het 
rooster to.v. den gloeidraad wederom een negatieve potentiaal. 
Nu beinvloedt echter weerstand C dit geheel op de volgende 
wijze. Over C ontstaat een spanningsval. Deze spanningsval 
heeft tot gevolg dat links van D de potentiaal verhoogd wordt, 
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maar evenzeer rechts van D, d.w.z.: De spanningsval over den 
weerstand D blijft wel twee volt, maar deze twee volt wordt nu 
niet berekend vanaf de nulpotentiaal van de batterij, maar vanaf 
de hoogere spanning die ontstaat door de spanningsval over C. 
M.a.w. in het eerste geval loopt twee volt van 0—2 volt, in het 
laatste b.v. van 1—3 volt. Hierbij dient men te bedenken dat als 
nulpunt steeds wordt beschouwd de minpool van de batterij. 

Dit heeft op de plaat eveneens invloed. Immers wij betrek- 
ken de grootte van de plaatspanning steeds op het negatieve 
einde van den gloeidraad. Heeft dit punt nu voor den gloeidraad 
een hoogere potentiaal b.v. van 8 volt, dan is Va.err hiervan 
afhankelijk. Wij brachten op de plaat 10 volt spanning aan door 
middel van weerstand B. Deze waarde van 10 volt is betrokken 
op het negatieve einde der gloeidraad. Ligt dit einde aan de 
minpool van de batteri} dan heeft de plaat t.o.v. dit punt inder- 
daad een potentiaal van — 10 volt, aangezien de minpool van 
de batterij op nulpotentiaal ligt. Heeft echter het negatieve einde 
der gloeidraad door de spanningsval over C en D een zekere 
positieve potentiaal gekregen, dan wordt de waarde van Va 
hiermede verminderd. De effectieve waarde van de plaat- 
spanning wordt dus kleiner. formule: Va.err = Va — Vr, waarin 
V: de potentiaal is van het negatieve einde der gloeidraad. 

Wil men nu de plaatspanning weer op haar oorspronkelijke 
waarde brengen onder gelijklating van Vr dan kan men dit 
bereiken door weerstand B te verkleinen, waardoor de span- 
ningsval hierover minder en dus de plaatspanning grooter 
wordt; Vaere wordt op deze wijze weder grooter en kan zoo 
haar oorspronkelijke waarde bereiken. 

De zoo juist besproken methode ter verkrijging van 
negatiexe roosterspanning door middel van een spanningsval 
in de gloeidraadleiding treft men in principe ook aan bij een 
versterkingsopstelling door de Philipsfabrieken aangegeven om 
achter de electrometerlamp 4060 toe te passen. In dit geval 
wordt door een zeer grooten weerstand in den anodekring een 
spanningsval verwekt waarvan de aldus ontstane votentiaal 
aangebracht wordt tusschen kathode en rooster van de ver- 
sterkerlamp (B 405). 

In een volgende mededeeling zullen de bijzonderheden 
dezer schakelingen nader behandeld worden. 


Uit het Hygiénisch laboratorium der Rijksuniversiteit te Utrecht. 
Directeur: Prof. L. K. Wolff. 


Bacteriedoodende stoffen in weefselculturen’). 
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Met behulp der weefselkweek zijn reeds belangrijke ge- 
gevens verkregen, die de kennis der immuniteit hebben 
verruimd. Toch staat het meerendeel dezer waarnemingen nog 
op zich zelf en blijft hier dringend behoefte aan systematisch 
werk. Het volgende is een bijdrage in deze richting. 

Men moet zich véér alles voor oogen stellen wat.men denkt 
te bereiken wanneer men zich hiertoe bedient van de weefsel- 
kweek en zich afvragen of het niet mogelijk is op andere wijze 
het doel te benaderen. Het gebruik maken van de omslachtige en 
veeleischende techniek der weefselculturen is o.i. slechts ge- 
rechtvaardigd door de verwachting, dat de gegevens zonder 
haar hulp niet te verkrijgen waren geweest. 

Voor algemeene opmerkingen betreffende het kweeken van 
weefsel in vitro kan verwezen worden naar het boek van A. 
Fischer (Kopenhagen) (1). 

Wil men eenig succes verwachten van het opwekken van 
afweerstoffen in vitro, dan ligt het voor de hand te trachten 
den toestand bij het dier eenigszins na te bootsen, dat wil 
zeggen, men neme zooveel mogelijk weefsel als vaste phase, 
omspoeld door een gemakkelijk te bereiken en te vernieuwen 
vloeibare phase, die de plaats in moet nemen van bloed, of 
serum. De kweektechniek van de Haan (2) (Groningen) voldoet 
in beginsel het best aan deze eischen. Het toestel in zijn bijzon- 
derheden is echter niet aangepast aan de speciale doelstelling, 
zoodat wij eenige veranderingen moesten aanbrengen. Deze zijn 
elders (5) beschreven, zoodat hier een enkel woord voldoende 


1) Naar een voordracht gehouden voor de Ned. Microbiol. Vereen. 
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is: Cellen worden gewonnen uit een kunstmatige ascitesvloei- 
stof, verkregen door inbrengen van Ringer-vloeistof in de peri- 
toneaal holte van een konijn en aftappen na drie uur. Deze 
cellen krijgen gelegenheid zich met een fijn fibrinenet op dek- 
glaasjes vast te zetten. Een aantal van deze weefselvliesjes 
woiden nu in de cuvetten van het straks te noemen toestel 
geplaatst en omspoeld door een steeds circuleerende vloeistof. 
Deze laatste verkrijgt men door de heldere bovenstaande vloei- 
stof uit een zelfde kunstmatige ascites, na bezinken der cellen, 
af te schenken. Fig. 1 geeft een schema van het doorstroomings- 
apparaat. De circulatie wordt in gang gehouden door een 
pompie (fig. 1 letter DD*) dat berust op het principe der water- 
lift. De daarvoor benoodigde lucht wordt uit een persinstallatie 
betrokken. Om het uitdrijven van CO:z en daardoor het stijgen 
der P®. tot 7.8 (of nog veel hooger) tegen te gaan, wordt de 
lucht in een mengvat (letter F) van 4% koolzuurgas voorzien, 
wat met den toestand in vivo overeenkomt. Op deze wijze werd 
een tamelijk eenvoudige en bedrijfszekere proefopstelling ver- 
kregen. Dank zij het circuleeren, en niet meer eenmalig langs 
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stroomen der vloeistof,.is het nu mogelijk geworden een monster 
vloeistof uit het reservoir te nemen, a.h.w. een punctie te doen, 
en hieruit telkens een momentopname van den toestand van het 
geheel te verkrijgen. Dit kan eenvoudig met een steriele pipet 
volgens Pasteur geschieden. Serie-bepalingen, van welken aard 
ook, kunnen naar believe worden uitgevoerd, zoo ontstaat een 
goede indruk van het beloop der reacties in de vloeistof, die in 
het toestel rondstroomt. 

Men kan, wanneer de voedingsstof van tijd tot tijd wordt 
ververscht, het weefsel zeer goed eenige weken tot een maand 
in leven houden. Deze levensduur wordt door ingrijpende expe- 
rimenten natuurlijk bekort, afhangende van den aard der be- 
handeling, die men de weefsels laat ondergaan. 

De gekozen techniek heeft tenslotte nog dit voordeel dat 
men werkt met materiaal, dat van het volwassen konijn af- 
komstig is. Daar dit dier verreweg het meest voor immunolo- 
gische studies wordt gebruikt, zal men gemakkelijker aan het 
bestaande kunnen aansluiten; men mist m.a.w. het nadeel, het- 
welk in het werken met vogelweefsel schuilt, nl. dat men van de 
reacties van de gebruikte diersoort in het algemeen niet op de 
hoogte is en deze eventueel ter aanvulling zou moeten bepdlen. 

Naar aanleiding van het werk van Prof. L. K. Wolff en 
Mej. Ras (3) lag het in dit laboratorium voor de hand als eerste 
de bactericidie met behulp der Slide-cell methode volgens 
Wright (4) in de doorstroomingsvloeistof te bestudeeren. De 
bedoelde werkwijze komt in het kort hierop neer: Op een ge- 
paraffineerde glasplaat worden vier druppeltjes van de te 
onderzoeken vloeistof, geplaatst, allen 50 c.m.m. groot en ieder 
van hen wordt gemengd met 2.5 c.m.m. van een staphylococ- 
censuspensie. Daarnaast worden vier evengroote druppels van 
een zoo gunstig mogelijke bacteriologische voedingsvloeistof (in 
ons geval gekookte melkwei en paardenserum gelijke deelen), 
gemengd met eveneens 2.5 Cc.m.m. van dezelfde bacterie- 
suspensie. Deze druppels dienen als contrdle. Men brengt nu 
beide stellen van vier druppels in de 4 afdeelingen van twee 
slide cells, waarna zij in de broedstoof van 37° worden ge- 
plaatst. De slide cell wordt vervaardigd, door op een gewoon 
microscoop-objectglas vijf dunne, in vaseline gedrenkte papier- 
strookjes, + 2.5 m.m. breed, te kleven ,266 dat vier gelijke af- 
deelingen ontstaan (zie fig. 2); hierop wordt dan een tweede 
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objectglas gedrukt. Na het vullen der compartimentjes, waar de 
vioeistof door capillariteit gemakkelijk invloeit, worden de 
randen geparaffineerd. Den volgenden dag is iedere levende 
staphylococcus uitgegroeid tot een met het ongewapende oog, 
eventueel een loupe, zichtbare kolonie. Deze worden geteld, uit 
iedere bepaling in viervoud wordt het gemiddelde genomen. Het 
aantal kolonies in de contréle geeft het aantal levende staphy- 
lococcen, dat in de suspensie per 2.5 c.m.m. aanwezig was. 
Waren nu in de slide-cells met de te onderzoeken vloeistof 
evenveel kolonies gegroeid, dan was deze onwerkzaam. Dit 
wordt uitgedrukt door de term: bactericidie 0%. Vindt men in 
de proef slide-cell minder kolonies, dan in de contrdle, dan 
wijst dit op een bacteriedoodend vermogen, dat uitgedrukt 
wordt in procenten; bv. contréle gemiddeld 75 kolonies, proef 
gemiddeld 50 kolonies: bactericidie 33%. 

Over het wezen van deze reactie valt weinig te zeggen. Er 
doen zich zeer vele vragen voor: waarom worden nimmer alle 
coccen gedoodi?, waarom is het percentage der bactericidie 
binnen wijde grenzen onafhankelijk van het aantal bacterién? 
e.d. Voorloopig is dit alles ter zijde gesteld. De constantheid 
en reproduceerbaarheid der resultaten geeft de garantie, dat 
men met een bruikbare werkwijze te doen heeft, de onverklaar- 
baarheid der reactie doet niets aan haar bruikbaarheid af, zij 
is zeker een maatstaf voor verweerstoffen. 

Voorloopig bedienden wij ons alleen van eenige verschil- 
lende staphylococcenstammen. Of ook andere bacterién in onze 
experimenten te gebruiken zijn, werd niet onderzocht. Steeds 
waren de kolonies in de ascites-vloeistof iets kleiner van af- 
meting dan die in de contréle-vloeistof. Een schijnbactericidie 
als gevolg van slechte voedingsvoorwaarden is echter niet 
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te vreezen geweest, daarvoor vonden wij in de vloeistof der 
toestellen véél te geregeld, v6dr en na een experiment, onder 
allerlei condities een bactericidie 0% d.i.: opkomen van even- 
veel kolonies, als in de contr6éle kunnen worden waargenomen. 

Door Prof. Wolff en Mej. Ras zijn bij het konijn twee 
soorten bactericidie gevonden: A. de niet specifieke, die snel 
komt, snel verdwijnt en in vitro snel werkt, en B., de specifieke, 
die eerst na herhaalde voorbehandeling optreedt, langzaam 
werkt en lang blijft bestaan. De stoffen van type A. zijn door 
niet specifieke prikkels te verwekken en werken gelijkelijk op 
verschillende micro-organismen, (staphylococcen, anthrax, 
streptococcen), de stoffen van type B. werken alleen. op dien 
bacteriestam waarmede zij door vaccinatie bij het dier zijn 
verwekt. 

Tevens is uit het werk van genoemde onderzoekers komen 
vast te staan, dat de bactericidie van type A. eerst is aan te 
toonen, wanneer de leucocyten van het bloed worden be- 
schadigd (bv. defibrineeren van het afgenomen bloed). 

De eerste experimenten op de weefselculturen hebben ons 
op het spoor gebracht van niet-specifieke bactericide stoffen; 
daarvan zal thans dus uitsluitend sprake zijn. Of ook specifieke 
antistoffen, van welken aard dan ook, door de weefsels in de 
omstandigheden van het leven in vitro kunnen worden gevormd, 
zal later onderwerp van studie uitmaken. 


A. Wanneer men een doorstroomingstoestel in werking 
stelt met de voedingsvloeistof, doch zonder er celhoudend 
materiaal in te plaatsen, en men leidt het mengsel lucht + 4% 
CO: door de pomp, dan is het aantal kolonies, dat tot ontwik- 
keling komt in de slide-cell, die met de cultuur-vloeistof is ge- 
vuld, steeds evengroot als dat in de contrdle. 


B. Opent men daarna (alles geschiedt natuurlijk onder 
uiterst strenge voorzorgen van steriliteit) de cuvetten en legt 
men in elk drie glaasies met versch gewonnen celmateriaal, dan 
ziet men een langzame stijging van het bactericide vermogen 


der vloeistof, bv.: 
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voor inleggen van het weefsel 0% 


242 uurna ,, sinh = 15% 
5 ” ” ” ” ” ” 20% 
24 ” ” ”? ” ” 9° 34% 


Bestaat deze bactericidie eenmaal, dan zakt zij in den loop 
van een experimentdag (9 u. v.m. tot 6 u. n.m.) slechts onbe- 
teekenend. Doch in den loop van meerdere volgende dagen zakt 
zij regelmatig af en na 2—3, hoogstens 6 dagen is deze zoo- 
genaamde ,,primaire bactericidie” steeds verdwenen. 24 uur na 
het in werking stellen van een versch apparaat vindt men ge- 
woonlijk waarden tusschen 10 en 40%. Een enkele maal kan de 
primaire bactericidie ook geheel ontbreken, doch dat komt 
zelden voor. 


C. Vervolgens werd nagegaan of prikkels met aan de 
cultuur vreemde stoffen de cellen brengt tot afgifte van bac- 
teriedoodende substanties aan de vloeistof. In navolging van 
wat bij dieren is geschiedt zullen wij deze behandeling: 
»vaccinatie” noemen. 

Het laat zich aanzien, dat men zoo eenvoudig mogelijk te 
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werk gaat, wanneer men een toestel onderzoekt, waarvan de 
bactericidie op 0% is gekomen. Curve nr. 1 is een voorbeeld 
van het beloop der bactericidie gedurende een experimentdag 
(6 uren, dan na 24 u. nog een bepaling). Bij de piil zijn enkele 
druppels van een suspensie van gedoode staphylococcen (de- 
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zelfde waarmee ook in de slide cell wordt gewerkt) in de flesch 
gedaan. Reeds zeer spoedig hierna heeft de vloeistof het ver- 
mogen gekregen eenige percenten bacterién te dooden; dit ver- 
mogen neemt snel toe, om ook spoedig weer af te nemen; na 
24 uur is de vloeistof weder onwerkzaam. Een aantal bepalingen, 
gedaan met het vocht uit een toestel van nauwkeurig dezelide 
samenstelling, doch dat niet was gevaccineerd, gaven steeds 
evenveel kolonies als in de contréle te zien. (Bactericidie 0%). 

Ter verduidelijking volgt hieronder de wijze, waarop een 
zoodanige curve ontstaat (dus, als voorbeeld, curve 1 in tabel- 
vorm). 


Bacterle- 
cidie 
in % 


voor vaccinatie 
2e | '/. uurnavaccinatie 6% 
SCaa Lae ar = 4%, 
4e 1'/, n » » 10 %y 
Semi 2iars ae. ; 17% 
Ge} 2/3 % » 17 %/o 
Vi ER Te 8 5 ~ 19 % 
8e 3'/2 n» »” » 14 %ly 
Ge 4) ia 19 % 
10e 4'/, ae) » 20 % 
lle 5'/4 rye n 6 % 
12607 62 =. a, i 33. 41. 35 343/, 5% 


Aantal contrdle in serum 


Bij het 7e, 8e, 9e en 10e punt is o diff. uitgerekend. De standaard deviatie 
van het arithmisch verschil is hierbij 4 of meer malen kleiner 
dan dit verschil. We hebben dus met een realiteit te doen. 


Om na te gaan of deze curve ook op andere prikkels kon 
worden verkregen, werden telkens twee gelijke toestellen naast 
elkaar behandeld met doode staphylococcen en doode coli- 
bacillen. Het fraaie geliike gedrag in dergelijke proeven ziet men 
uit de curven 2, 3 en 4. Inderdaad is hier dus sprake van een 
niet-specifieke bactericidie, juist zooals Prof. Wolff en Mej. Ras 
bij konijnen hebben waargenomen. Dit experiment is een kleine 
100 maal herhaald met een groot aantal verschillende opstel- 
lingen met steeds gelijksoortig resultaat. Ter contréle is eenige 
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malen een geheel schematisch in werking gesteld apparaat, doch 
zonder weefsel erin, gevaccineerd; daarbij is nimmer eenige 
verheffing in de bactericidie waargenomen. Het is dus een 
levensuiting van het weefsel. 

Vervolgens werden eenige proeven genomen met geheel 
andere stoffen t.w. varkensserum, pepton, 10% Mg. chloride. 
Het resultaat is te zien in resp. de curven no. 5, 6 en 7. Men ziet 
dus overal een treffende overeenkomst met de reactie van het 
geheele dier. 


D. Hierna werd getracht de verhouding der primaire en 
vaccinatie-bactericidie op te speurem: Wat gevonden is, is vast- 
gelegd in de curven 8. 

Wanneer men een toestel, dat primaire bactericidie heeft, 
vaccineert op de bovenomschreven wijze treedt een stijging in 
de werkzaamheid op, die geheel van dezelfde orde van grootte 
is als bij een uitgangsbactericidie 0%. Dit effect wordt dus op 
de primaire werkzaamheid gesuperponeerd en neemt dan zoo 
af, dat na 24 uur weer een peil is bereikt dat ook te verwachten 
was, wanneer men de primaire bactericidie alleen had bestu- 
deerd. Ondanks vaccinaties zakt deze laatste op haar eigen 
wijze af. We hebben dus te doen met het merkwaardige ver- 
schijnsel, dat de beide typen zich vrijwel onafhankelijk van 
elkaar gedragen, doch dat hun werkzaamheden zich wel ad- 
deeren. Hierbij is waargenomen, dat het hoogtepunt van. werk- 
zaamheid bij 60%—70% bactericidie kan liggen; eem hoogte 
die bij elk der typen afzonderlijk in vitro nimmer werd waar- 
genomen. De zaak is er niet eenvoudiger op geworden. Hoe men 
zich dan ook deze werking ten opzichte van de staphylococcen 
moet voorstellen, moet geheel in het midden worden gelaten. 
Wij waren ondanks verschillende pogingen nog niet in staat de 
onderlinge verhouding van deze twee afweerprincipes nader te 
ontwarren. 


E. Zijn de toestellen eenigen tijd in werking, dan is er 
geen primaire bactericidie meer; de vaccinatiewerking duurt 
nimmer langer dan 24 uur. Het resultaat is dus: verdwijnen van 
het bactericide vermogen; in vitro, doch evenzeer in vivo. Waar 


blijven de werkzame stoffen? 
Er is dus waargenomen, dat het niet specifieke effect van 


CURVE 5 VUR 


VACCINATIE MET STAPH 
—o—o— Be VARKENSSERUM 


PePpTon idR, 


CURVE 6 yee 


% 


CURVE 7 


— 0O— Oe Mé¢ Cia 10% 
—--— CONTDA = 


77 


DILINIDIGA 


@. JAumS 


W330) “HAV 
LAW JILVNIDVA 


OF 


78 


vaccinatie steeds snel teloor gaat en men zou zich kunnen in- 
denken, dat deze ,,stoffen” zoo labiel zijn, dat hun voortbestaan 
niet mogelijk is, b.v. ten gevolge van oxydatie aan de lucht, e.d. 

Toestellen, die in het stadium van bactericidie 0% ver- 
keerden, werden met B. coli ,,gevaccineerd” en de bactericidie- 
curve werd ervan bepaald. Tegelijk met de proefjes vloeistof, 
die werden uitgenomen om de curve mede te bepalen, werden 
nog twee gelijke hoeveelheden vloeistof in pipetten opgezogen; 
van deze werd één volledig stel met zoo weinig mogelijk lucht 
ingesmolten’), een ander stel werd in open Pasteursche pipetten 
bij kamertemperatuur bewaard. Het bleek nu, dat de curven, den 
volgenden dag van beide volledige series bepaald, bijna niet 
verschilden van die der direct onderzochte vloeistofmonsters en 
ook onderling overeenkwamen. De toestellen zelf hadden op dat 
oogenblik een bactericidie 0%. De uitgenomen vloeistof bleek 
3 a 4 dagen haar werkzaamheid te behouden. In dezen tijd 
neemt zij regelmatig af. Toen werd de volgende proef genomen: 
Twee gelijke toestellen werden gelijktiidig gevaccineerd. Van 
beide werd de bactericidiecurve bepaald. Op het te verwachten 
hoogtepunt der curve (na + 4 a 5 uur) werden uit het eene 
toestel de glaasjes met weefsel verwijderd, het andere werd 
ongemoeid gelaten. Den volgenden dag was de bactericidie van 
het eerstbedoelde slechts weinig gedaald, het tweede toestel had 
alle werkzaamheid verloren (d.w.z. alle kolonies kwamen op). 

Men moet hier uit opmaken, dat het verdwijnen van de 
bactericidie mede een functie is van de levende cellen. Dit was 
zeker een onverwacht resultaat. Dezelfde cellen dus, die de 
afweerstoffen doen ontstaan, zorgen spoedig daarop voor een 
vernietiging ervan. Voorloopig zullen wij dus wel moeten aan- 
nemen, dat dit ook in vivo de oorzaak van het verdwijnen is. 
Het zai wel niet goed mogelijk zijn om bevestigende gegevens 
hierover bij het dier te verkrijgen. 


F. Hoewel het voor de hand lag, in den aanvang den 
invloed van de dosis der vaccinatie op de grootte van het effect 
te bestudeeren, werd dit eerst achteraf gedaan, daar oriéntee- 


*) Dit werd bereikt door + 3 cm van de vernauwing van een pipet 
volgens Pasteur een tweede vernauwing aan te brengen en de pipet verder 
intact te houden. De vloeistof werd dan tot hierin opgezogen, waarna de 
twee capillaire stukken vrijwel zonder lucht konden worden dichtgesmolten. 
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rende waarnemingen hadden uitgewezen, dat het effect slechts 
weinig afhangt van de dosis. Waar voorts met de toevallig 
gebruikte hoeveelheid steeds goed resultaat werd bereikt, was hier 
voorloopig aan vast gehouden. Deze dosis bedroeg bij iedere 
vaccinatie + 500.000.000 micro-organismen. Wij varieerden nu 
tusschen + 100 millioen en 1/1000 hiervan, dus + 100.000 
kiemen. De curven geven het beloop der bactericidie van 4 
gelijke toestellen na zoodanige behandeling weer. De verschil- 
len zijn niet groot (curve no. 9),evenmin bij een tweede proef 
(curve no. 10), doch in het algemeen krijgt men den indruk, 
dat de kleinere dosis wat sterker effect geeft. Het zoeken naar 
een minimale en optimale dosis werd achterwege gelaten, doch 
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ook hier zullen zij wel te vinden zijn, evenals zij ook in vivo zijn 
waargenomen. De toestand in vitro met haar eigenaardige 
moeilijkheden, gaf tot dit zoeken ook geen verdere aanleiding. 
We kunnen echter wel zeggen, dat variatie over een breedte 
van 1000 X slechts gering verschil in het effect geeft. 


G. Bij het bestudeeren der niet-specifieke bactericidie in 
vivo (Prof. Wolff en Mej. Ras (3)) werd waargenomen, dat de 
prikkelbaarheid voor een bepaalde stof bij herhaald toedienen 
tenslotte afneemt, tot met dezelfde dosis geen effect meer wordt 
bereikt. Men kan dan wel Of met een grootere dosis vaccineeren 
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of men kan een andere stof nemen. Dit gewenningsverschijnsel 
bleek dus min of meer specifiek te zijn, en wel in dien 
zin, dat een dier, dat gewend was aan staphylococcen, wel tot 
vorming van niet-specifieke stoffen kon worden gebracht door 
coli- of typhusvaccin, doch niet door anthrax of eenig ander 
Gram + organisme. Het omgekeerde is ook waar. 

Een dergelijke proef in vitro stelt zeer hooge eischen aan 
de kweektechniek, doch wij slaagden erin haar tweemaal vol- 
ledig te verwezenlijken. De curven 11 en 12 geven hiervan ver- 
slag. Eénmaal (curve 11) werd gewerkt met 4 toestellen met 
uitgangsbactericidie 0%. Twee hiervan bleven onbehandeld als 
contréle, twee dienden voor den proef. Dagelijks werd één hier- 
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van met coli- en één met staphylococcenvaccin behandeld 
(500.000.000 kiemen), waarop mende effecten regelmatig minder 
ziet worden. Men bedenke hierbij, dat iederen dag een andere 
coccensuspensie als indiciator moet worden gebruikt, zoodat de 
dagcurven maar betrekkelijk zijn te vergelijken. Toch komt de 
regelmaat goed te voorschijn. Op het oogenblik, dat de vacci- 
natie géén effect meer heeft (na den 5en dag), worden de 
vaccins gewisseld, zoodat het ,,coli-toestel” thans staphylo- 
coccen ontvangt en omgekeerd. De twee onbehandelde toe- 
stellen ontvingen thans ook de twee vaccins, om te weten, hoe 
versche weefsels van deze herkomst en deze ,,ouderdom” 
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nierop reageerden. In het vakje van den laatsten proefdag zijn 
00k hun curven opgenomen. De gewende toestellen nu blijken 
voor een vaccin van ander type nog gevoelig te zijn. 

Een tweede maal werd het experiment gedaan met toe- 
stellen, die primaire bactericidie hadden (curve 12) met in 
principe hetzelfde resultaat. Tevens is weder waar te nemen, 
noe de primaire bactericidie onafhankelijk van de vaccinatie 
ylijft. 

Naast het verwekken van niet-specifieke bactericide stoffen 
in weefselculturen, bestaat dus de mogelijkheid van een ge- 
wenning met specifieke oriénteering. Weder om technische 
redenen moest een experiment over de vraag of de specificiteit 
ook hier alle Gram + of alle Gram — organismen omvat 
achterwege blijven. 


b) 


Slotbeschouwingen. 


Het is mogelijk om in weefselculturen door ,,vaccinatie” 
liet-specifieke bactericide MER ‘op te wekken, die vrijkomen 
n de vloeistof. 

Wat hebben deze proeven ons geleerd, wat niet ook in vivo 
was gevonden? 

le. Er zijn twee typen van bactericidie (misschien nog 
meer) 

a. de z.g. primaire bactericidie. 

b. de vaccinatie-bactericidie. 

Zij gedragen zich vrijwel onafhankelijk van elkaar. 

Ze. Het type cellen, dat in staat is de stoffen te vormen, 
yehoort tot de ongedifferentieerde fibroblastachtige cellen van 
et lichaam. 

Zonder in de strijdvraag over de juiste plaats en benaming 
yan deze cellen te willen treden, meenen wij, dat zij wel te 
‘ekenen zijn tot het reticulo-endotheliale systeem. De volkomen 
yvereenkomst tusschen de verschijnselen in vivo en in vitro 
echtvaardigt de conclusie, dat deze cellen ook in het dier de 
formers zijn of tot de vormers behooren van de bactericide 
stoffen. 

3e. Er is aangetoond, dat het regelmatig verdwijnen van 
le bactericiede stoffen, zoowel in vivo als in vitro waarge- 
1omen, in vitro niet berust op spontaan verval (bv. oxydatie 
ler stoffen), doch dat zij door de levende cellen der cultuur 
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worden vernietigd. Dit moeten wij voorloopig ook in vivo aan- 
nemen, temeer daar niets is waargenomen, dat deze opvatting 
onaannemelijk maakt. 

Het zal misschien in de toekomst mogelijk zijn het proces, 
dat zich in de cellen op de niet-specifieke prikkel afspeelt, ook 
morphologisch te vervolgen, mogelijk in samenhang met de 
phagocytose. Thans reeds heeft de morphologische waarneming 
geleerd, dat de periode, waarin primaire bactericidie bestaat, 
samengaat met de duur van het z.g. reinigen van de cultuur: 
het tiidvak van het verdwijnen der leucocyten tot het uitsluitend 
overheerschen der syncytiale cellen. 

Tenslotte is een mogelijkheid gegeven, ook chemisch iets 
omtrent de bactericiede stoffen, die een ideaal biologisch anti- 
septicum zijn, te weten te komen. Het was tot op dit oogenblik 
niet mogelijk ze tot een goede graad vam werkzaamheid in 
handen te krijgen in een z66 eiwitarm milieu als de voedings- 
stof der toestellen is. 

Een woord van dank eindelijk moge hier gericht zijn tot 
Mej. H. W. de Back die het moeizame werk der slide-cell- 
techniek steeds met zooveel toewijding heeft verricht. 


SUMMARY. 

1. Author discribes a method which renders the technique of tissue 
culture, as planned by de Haan (Groningen) better fit to immunization 
studies in vitro; also exposes why this principle of tissue culture is parti- 
cularly adapted for this special field of research. 


2. Wright’s slide cell technique has been adopted for the study of 
bacteria-killing substances in tissue cultures. 


3. A series of observations confirms in the main the results of non- 
specific immunity in rabbits as found by Wolff and Ras. The tissues prove 
to be sensitive to ,,vaccination” with a number of various substances, after 
which they give a bacteria-killing power to the culturefluid. 


4. It came out that two kinds of bacteria-killing substances are formed: 
A. Primary bacteriacides, probably by decay of leucocytes. 


B. Vaccination bacteriacides formed by syncytial cel-elements as a 
reaction to non-specific stimulation. 


5. The tissues are to be accustomed to a definite stimulation but after 
this habituation-test they remain sensitive to vaccination of some other kind. 


6. The disappearance of bacteria-killing substances is not consequence 
of their chemical instability, but they in turn are destroyed by the living 
cells which had produced them. 
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Legenda bij de curven: 


Op de ordinaat is de Bactericidie in % uitgezet. De tijd is op de abscis 
aangegeven in uren. 

Bij ——> heeft de behandeling met het betreffende ,,vaccin” plaats. 
Juist te voren is steeds een monster vloeistof genomen om er de bactericidie 
van te bepalen, deze waarde is het eerste punt van de curve. 
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Over varianten van Bact. paratyphi-B (type 
Schottmiller) die uit druivensuiker 
géén gas vormen. 


IVde Mededeeling 
DOOR 
Dr. A. TASMAN, 


Scheikundige aan het Rijksserologisch Instituut. 


en 


Dr. A. W. POT, 


Bacterioloog aan het Centraal Laboratorium voor de Volksgezondheid 
te Utrecht. 


De in vorige mededeelingen (1)*) beschreven ,,gaslooze” 
paratyphusstammen toonden, voor zooverre de gebruikelijke 
bacteriologische en serologische methoden hierover uitsluitsel 
kunnen geven, als eenig wezenlijk verschil met ,,normale” 
paratyphusstammen het gemis van het vermogen om uit glucose 
gas te vormen. De uit deze ,,zaslooze” — door middel van een 
calciumformiaathoudende voedingsvloeistof — verkregen ,,gas- 
vormende” paratyphusstammen gedroegen zich in alle op- 
zichten als normale paratyphusstammen. Het zuiver kwalitatief 
aantoonen van zuur-, eventueel gasvorming uit druivensuiker 
door twee verschillende bacteriesoorten of door een bepaalde 
soort en haar varianten waarborgt echter geenszins, dat in 
beide gevallen de druivensuiker op dezelfde wijze wordt ge- 
splitst, m.a.w. dat daarbi} dezelfde eindproducten in onderling 
gelijke verhouding gevonden worden. 

Daarom hebben wij de vergisting van glucose door deze 
verschillende stammen aan een kwantitatief-chemisch onder- 
zoek onderworpen. 


*) De volledige literatuuropgaven zullen aan het einde van het tweede 
4eel dezer mededeelingen in de volgende aflevering gegeven worden. 


89 


De wijze, waarop glucose door de verschillende leden der 
coli-typhus-dysenterie groep afgebroken wordt heeft reeds 
sedert langen tijd het onderwerp van talrijke onderzoekingen 
uitgemaakt. Het werk der onderzoekers, die hieraan hun naam 
verbonden hebben (Harden, Walpole, Norris, Neuberg en mede- 
werkers, Thompson, Penfold, Grey, Kluyver, Donker, le Févre, 
de Graaff, Aubel, Salabartan, Rewald, Virtanen, Rona en Nicolai, 
Sera, van den Bergh) zal hier niet in den breede behandeld 
worden. Men vindt dit uitvoerig besproken door Scheffer (2) en 
Kluyver (3). Slechts voor zoover het ter verduidelijking van de 
in deze mededeeling vermelde feiten en conclusies noodzakelijk 
is, zal van het werk van enkelen hunner nadere mededeeling 
gedaan worden. 

Scheffer kwam, op grond van zijn onderzoekingen tot het 
resultaat, dat de wegen waarlangs de verschillende leden der 
coli-typhus-dysenteriegroep het glucosemolecuul afbreken zich, 
ondanks de verscheidenheid der daarbij optredende eindproduc- 
ten, in één overzichtelijk en in zijn onderdeelen samenhangend 
schema laten samenvatten. 

Volgens Scheffer en Kluyver kan men zich de trapsgewijze 
afbraak van het glucosemolecuul als volgt voorstellen. De eerste 
phase is de zgn. ,,phosphoryleering”, waarbij de glucose zich 
met de in de voedingsvloeistof aanwezige phosphaten tot een 
hexose mono-phosphorzure ester verbindt. Deze phosphory- 
leering is de inleiding tot een splitsing van het glucosemolecuul 
(ten deele via een triose phosphorzure ester) in twee moleculen 
glycerine-aldehyde, welke zich met het steeds aanwezige water 
zullen verbinden tot het overeenkomstige hydraat. Dit glyce- 
rine-aldehydehydraat zal zich, via eenige intra-moleculaire 
oxydo-reducties omzetten tot het, in alle gistingsschema’s een 
centrale plaats innemende methyl-glyoxaalhydraat. Dit laatste 
product kan nu op drie verschillende wijzen verder omgezet 
worden, te weten: 


1°. een stabilisatie tot melkzuur, dat onder anaerobe voor- 
waarden niet verder wordt afgebroken; 


2°. een ontleding in mierenzuur en aceetaldehyde-hydraat; 


3°. een ontleding in pyrodruivenzuur en waterstoi. 


Het onder 2°. genoemde mierenzuur zal door de bacterién, 
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Samenvattend overzicht van de, bij de glucosevergisting door bacterién 
der Coli-groep, zich afspelende reacties. (Volgens Scheffer). 
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die daartoe het vermogen bezitten in aequivalente hoeveelheden 
koolzuur en waterstof gesplitst worden, terwijl het tevens aan- 
wezige aceetaldehyde-hydraat zich zal dismuteeren tot onder- 
ling aequivalente hoeveelheden azijnzuur en aethylalcohol. 

De onder 3°. genoemde ontleding van methylglyoxaal- 
hydraat tot pyrodruivenzuur en waterstof heeft ten gevolge, dai 
dit zuur verder ontleed wordt in aceetaldehyde en koolzuur. 
Dit aceetaldehyde nu kan ook weer op verschillende wijzen 
verder in de stofwisseling betrokken worden en wel: 


a. door de bij de vorming van pyrodruivenzuur vrijkomende 
waterstof gereduceerd worden tot aethylalcohol; 


b. dismuteeren tot azijnzuur en aethylalcohol in aequivalente 
hoeveelheden; 


c. zich met het naast mierenzuur uit het methylglyoxaal- 
hydraat vrijkomende aceetaldehydehydraat koppelen tot 
acetylmethylcarbinol, welke laatste verbinding door de 
naast het pyrodruivenzuur ontstane waterstof grootendeels 
tot 2—3 butyleen-glycol gereduceerd zal worden. 


De ontstaanswijze van barnsteenzuur is tot nu toe niet 
besproken. Hiervoor staan principieel twee wegen open’) en wel 


1°. Het barnsteenzuur kan direct via een C2 — C4 split- 
sing uit de glucose ontstaan of 


2°. Het barnsteenzuur kan door de koppeling van twee 
moleculen intermediair gevormd aceetaldehyde ontstaan. 


Scheffer en Braak (5) hebben het nu uitermate waarschijn- 
liik gemaakt, dat het door de bacterién der coli-typhus- 
dysenteriegroep gevormde barnsteenzuur zijn ontstaan dankt 
uit de onder 1°. genoemde splitsing van het glucosemolecuul in 
een molecuul aethyleenglycol en wijnsteenzuur-dialdehyde, 
welke laatste stof zich vervolgens intramoleculair omzet tot het 
barnsteenzuur. Het tevens gevormde aethyleenglycol splitst 
zich in water en aceetaldehyde, dat zich weer dismuteeren zal 
tot aequivalente hoeveelheden azijnzuur en aethylalcohol. 

Wij zullen niet trachten hier uitvoerig alle argumenten op 


1) Het ontstaan van barnsteenzuur direct uit pepton blijft hier buiten 
beschouwing. Zie hiervoor o.a. van Niel (4). 
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te sommen, welke ten gunste van het hierboven beschreven 
algemeene vergistingsschema van glucose door de besproken 
micro-organismen pleiten. Deze zijn in extenso door Scheffer, 
Braak en Kluyver besproken Voldoende zij, dat de door 
Scheffer gevonden quantitatieve onderlinge verhoudingen der 
optredende vergistingsproducten zich zonder moeite aan de 
hand van dit schema lieten verklaren. Slechts op enkele feiten 
zij hier meer im het bizonder de aandacht gevestigd. 


1°. De splitsing van methylglyoxaalhydraat kan op twee 
principieel verschillende wijzen plaats vinden en wel tot mieren- 
zuur en aceetaldehydehydraat eenerzijds of tot pyrodruivenzuur 
en waterstof anderzijds. De eerstgenoemde reactieweg, het 
zgn. ,mierenzuurschema” voert dus tot de vorming van kool- 
zuur en waterstof in aequivalente hoeveelheden en eveneens tot 
het ontstaan van azijnzuur en aethylalcohol in aequivalente 
hoeveelheden. De ontleding via pyrodruivenzuur, het zgn. 
»Dyrodruivenzuurschema’ heeft tengevolge het ontstaan van 
azijnzuur en aethylalcohol, welke niet in aequivalente hoeveel- 
heden gevormd behoeven te worden, daar toch een deel van de 
aethylalcohol zijn ontstaan te danken heeft aan directe reductie 
van aceetaldehyde door de, bij de vorming van pyrodruivenzuur 
vrijkomende waterstof. Een gevolg hiervan is dan echter, dat 
tevens de verhouding H2/CO2 < 1 zal worden. Tevens kan 
hierbij acetylmethylalcohol, resp. 2—3 butyleen-glycol op- 
treden, hetgeen echter niet steeds het geval is. 

Welke van deze twee ontledingswijzen het methylglyoxaal 
ondergaan zal, is van te voren natuurlijk moeilijk te zeggen. 
Practisch blijkt, dat de colibacterién in engeren zin, benevens 
de typhus- en dysenteriebacillen overwegend het mierenzuur- 
schema volgen, terwijl de bacterién van het aerogenestype 
(Bact. 1. aerogenes, Bact. cloacae) de ontleding van het 
methylglyoxaal in hoofdzaak via het pyrodruivenzuurschema 
teweeg brengen. Deze laatste groep bacterién vertoont dan ook 
(na cultiveering in een glucosehoudende voedingsvloeistof) een 
positieve Voges-Proskauer-reactie, welke haar ontstaan dankt 
aan nog aanwezige kleine hoeveelheden acetyl-methyl-carbinol. 


2°, Primair worden dus uit één grammol glucose twee 
grammolen glycerine-aldehydehydraat gevormd. Deze twee 
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grammolen glycerinealdehyde zullen zich omzetten tot twee 
grammolen methylglyoxaalhydraat. 

Wanneer het ,,mierenzuurschema” gevolgd wordt, splitsen 
deze twee grammolen methylglyoxaalhydraat zich in twee 
grammolen mierenzuur en twee grammolen aceetaldehyde- 
hydraat, waaruit (gesteld, dat het mierenzuur volledig ontleed 
zou worden) tenslotte twee grammolen koolzuur, waterstof, 
azijnzuur en alcohol zullen ontstaan. 

Indien het pyrodruivenzuurschema gevolgd wordt, splitsen 
de twee grammolen methylglyoxaalhydraat zich in twee gram- 
molen pyrodruivenzuur en twee grammolen waterstof. Uit dit 
pyrodruivenzuur zullen dan ook weer twee grammolen kool- 
Zuur, azijnzuur en aethylalcohol kunnen ontstaan. Een deel van 
de zoo juist genoemde waterstof zal echter gebruikt worden 
voor een extra reductie van het intermediair optredende aceet- 
aldehyde tot aethylalcohol. 

Worden beide reactiewegen gevolgd (zooals bijv. bij Bact. 
1. aerogenes en Bact. cloacae het geval is) dan zal een deel 
van het volgens deze beide wijzen van glucoseafbraak, optre- 
dende aceetaldehyde zich tot het reeds genoemde acetyl- 
methyl-carbinol koppelen, welke verbinding eveneens een meer 
of minder groot deel van de naast de vorming van pyrodruiven- 
zuur vrijkomende waterstof gebruiken zal om zich te redu- 
ceeren tot 2—3 butyleenglycol. 


In werkelijkheid wordt echter nooit alle mierenzuur in 
CO. + Hs: gesplitst, een deel ervan wordt als zoodanig terug- 
gevonden. Bovendien wordt een deel van het methylglyoxaal- 
hydraat tot melkzuur gestabiliseerd. De sub 2 ontwikkelde 
gedachtengang biedt echter de mogelijkheid om de juistheid van 
het gegeven schema aan de waargenomen feiten te toetsen en 
wel door de hoeveelheden der optredende eindproducten om te 
rekenen tot de overeenkomstige hoeveelheden CO2, Hz en 
aceetaldehyde. Is het schema ,,juist” dan moeten deze omge- 
rekende hoeveelheden CO:, Hz en aceetaldehyde zoodanig zijn 
dat aan 50 grammolen vergiste glucose, 100 grammolen Fiz, 100 
grammolen CO:z en 100 grammolen aceetaldehyde beantwoor- 
den. Voor deze omrekening is: 


1 grammol ongesplitst mierenzuur gelijk te stellen aan 1 
grammol waterstof plus 1 grammol koolzuur; 
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1 grammol aethylalcohol gelijk te stellen aan 1 grammol 
aceetaldehyde plus 1 grammol waterstof; 

1 grammol door stabilisatie uit het methylglyoxaal ontstane 
melkzuur gelijk te stellen aan 1 grammol aceetaldehyde plus 
1 grammol koolzuur plus 1 grammol waterstof; 

1 grammol acetyl-methylcarbinol gelijk te stellen aan 2 
grammolen aceetaldehyde; en ten slotte 

1 grammol 2—3 butyleenglycol te berekenen als 2 gram- 
molen aceetaldehyde plus 2 grammolen waterstof. 


Bij deze beschouwingen is het bij de vergistingen steeds 
optredende barnsteenzuur nog niet in rekening gebracht. Zooals 
boven reeds medegedeeld werd, konden Scheffer en Braak het 
zeer waarschijnlijk maken, dat dit zuur zijn ontstaan dankt aan 
de directe splitsing van de in het glucosemolecuul aanwezige 
keten van 6 C-atomen in één van 4- en één van 2 C-atomen. 
De hiervoor gebruikte glucose zal dan aan een verdere ont- 
leding onttrokken worden. Wil men nu de juistheid van deze 
veronderstelling toetsen, dan dient men voor 1 gram gevormd 


180 j 
barnsteenzuur ie x 1 gram van de door vergisting ver- 


dwenen hoeveelheid glucose af te trekken en de overblijvende 
hoeveelheid als ,,vergiste glucose” volgens de hierboven ge- 
geven beschouwingen in rekening te brengen. Tevens zal dan 
van de aceetaldehyde balans per grammol gevormd barnsteen- 
zuur 1 grammol aceetaldehyde afgetrokken moeten worden. 

Resumeerende kunnen we dus aan het beschreven vergis- 
tingsschema de volgende eischen stellen: 


Je. Indien het ,mierenzuur’-schema gevolgd wordt, moet 
de verhouding van waterstof en koolzuur, benevens die van 
azijnzuur en alcohol gelijk aan 1 zijn. 

2e. Indien, onafhankelijk hiervan, geheel of ten deele het 
»Pyrodruivenzuur’-schema gevolgd wordt, moeten de verhou- 
dingen van waterstof tot koolzuur en die van azijnzuur tot 
aethylalcohol kleiner dan 1, doch onderling gelijk zijn. 

3e. Indien men de voor barnsteenzuurvorming benoodigde 
glucose van de vergiste hoeveelheid aftrekt en tevens hiervoor 
de aceetaldehydebalans overeenkomstig vermindert, moeten uit 
50 grammoleculen vergiste glucose gevormd: worden 100 gram- 
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molen koolzuur, waterstof en aceetaldehyde, waarbij dan de 
andere reactieproducten op de boven aangegeven wijzen op 
koolzuur, waterstof en aceetaldehyde omgerekend worden. 


4e. Vanzelfsprekend moet de som van de in de gistings- 
producten aanwezige koolstof, berekend als procenten van de 
in de vergiste hoeveelheid glucose aanwezige hoeveelheid kool- 
stof ten naaste bij 100 bedragen. 


In alle door Scheffer onderzochte gevallen bleken de door 
hem gevonden ,,vergistingsbalansen” op bevredigende wiize 
aan de bovengenoemde voorwaarden te voldoen. De in den 
vorm van glucose verdwenen hoeveelheid koolstof werd telken- 
male vrijwel volledig teruggevonden in de verschillende uit de 
glucose gevormde producten. In die gevallen waarbij gas- 
vorming optrad was de verhouding van waterstof en kool- 
zuur eenerzijds en azijnzuur en alcohol anderzijds met elkaar 
in goede overeenstemming. Ook de koolzuur-waterstof-aceet- 
aldehydebalansen gaven zeer bevredigende opbrengsten. 

Wij voerden nu een aantal vergistingen van glucose uit met 
diverse typhus- en paratyphusstammen. De hierbij verkregen 
analyseresultaten zullen op de hierboven behandelde wijze 
berekend worden, waardoor blijken zal, in hoeverre de glucose- 
vergisting door paratyphusbacterién op overeenkomstige wijze 
geschiedt, als Scheffer e.a. voor de andere leden der coli- 
typhus-dysenteriegroep waarschijnlijk gemaakt hebben. 

Het behoeft echter geen betoog dat men aldus slechts kan 
komen tot het aantoonen van een meer of minder groote waar- 
schijnlijkheid van een bepaald vergistingsschema. In sommige 
gevallen is een andere wijze van vergisting evengoed denkbaar, 
zonder dat de verkregen analysecijfers hiermede in strijd be- 
hoeven te zijn. In een dergelijk geval zullen andere overwegin- 
gen van organisch-chemischen, thermodynamischen of zuiver 
biologischen aard vaak een keuze t.o.v. één bepaalde voorstel- 
lingswijze mogelijk maken. Het is hier echter niet de plaats 
daar nader op in te gaan. Men zij daartoe verwezen naar de 
reeds genoemde publicaties van Kluyver, Scheffer, Braak e.a. 


Inrichting der proeven. 


Als gistingssubstraat werd gekozen een oplossing in 
leidingwater van 2% glucose pro analysi, 1% pepton ,,Witte”, 
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0.5% Natriumchloride, waaraan 2% van te voren gesteriliseerd 
krijit werd toegevoegd. Voor dit laatste werd gebruikt het zgn. 
,carbonas calcicus levissimus’’. Dit is zeer fijn gepoederd en dus 
zeer licht. Calciumcarbonaat, hetgeen het nemen van het later 
te bespreken ,,krijtmonster” zeer vergemakkelijkt. In enkele 
gevallen werd de toevoeging van het Natriumchloride achter- 
wege gelaten terwijl ook één gistproef in een 3% peptonoplos- 
sing werd uitgevoerd. Aan het bovenomschreven substraat werd 
voor het steriliseeren een druppel oliezuur en enkele glaskralen 
toegevoegd. Het oliezuur dient om het schuimen tijdens de 
gisting te voorkomen, terwijl de aanwezige kralen het na de 
sterilisatie vaak aan den wand der kolf klevende krijt gemak- 
kelijker los maken. 

Een enkele opmerking moge nog gemaakt worden over de 
keuze der stikstofbrom. De Graaff (6) maakt er terecht opmerk- 
zaam op, dat pepton een volkomen ongedefinieerde verbinding 
is en principieel een verbinding van bekende samenstelling als 
stikstofbron de voorkeur verdient, waarvoor hij di-ammonium- 
phosphaat aanbeveelt. Daar dit voor de typhus- en paratyphus- 
bacterién een moeilijk toegankelijke stikstofbron is (slechte 
groei en langzame glucosegisting) gebruikten zijn leerlingen 
Van den Bergh (7) en le Févre (8) een */s% peptonoplossing. 
Ook hierin wordt de glucose slechts langzaam en onvolkomen 
vergist. Wij kozen daarom naar het voorbeeld van Scheffer een 
1% peptonoplossing. Dit maakte bovendien een onmiddellijke 
vergelijking mogelijk tusschen zijne en onze uitkomsten. 

De inrichting der proeven was nu als volgt. In een 2 L. 
pyrex kolf, waarop aan de buitenzijde een maatverdeeling aan- 
gebracht was, werden + 1900 ccm van bovengenoemd vergis- 
tingssubstraat gebracht. De kolf werd gesloten met een, met 
touw stevig bevestigde, dubbeldoorboorde rubberstop. Door de 
eene boring ging een kraantrechter met lange tot den bodem 
der kolf reikende steel. De bovenopening van de trechter werd 
met een wattenprop gesloten. Door de andere boring ging een 
éénmaal rechthoekig omgebogen glazen buis, voorzien van een 
kraan en eveneens met een wattenprop afgesloten. 

De kranen werden gesmeerd met zgn. taai ,,Ramsay-Fett”. 
Dit is een rubberhoudend vetmengsel, dat tijdens het sterili- 
seeren niet tusschen de kraan en het huis wegkookt en dus ten 
allen tijde een goede smering waarborgt. 
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De kolf met inhoud werd gedurende 12 minuten bij 115° C 
gesteriliseerd, waarbij de kraantrechter gesloten en de andere 
kraan geopend was. Onmiddellijk na het steriliseeren werd ook 
de tweede kraan gesloten en de kolf nog warm zoo snel 
mogelijk aangesloten aan een stikstofcylinder. Opent men nu 
de kraan, dan zuigt de kolf zich tijdens het afkoelen met stik- 
stof (gewasschen door pyrolgallol en kaliloog) vol en is later 
een volkomen anaerobe suikervergisting gewaarborgd. 

Wanneer de kolfinhoud tot kamertemperatuur was afge- 
koeld werd met behulp van den overdruk van den stikstof- 
cylinder een zekere hoeveelheid (+ 100 ccm) van het door 
krachtig schudden goed gemengde substraat in den bol van den 
kraantrechter geperst en met een steriele pipet uitgenomen. 
De verdere verwerking van dit krijtmonster zal hieronder nader 
beschreven worden. Vervolgens werd de verbinding met de 
stikstofcylinder verbroken, de overdruk uit de kolf verwijderd 
en de vloeistof door dem kraantrechter geént met 5 ccm van 
een 24 uur oude bouilloncultuur van het te gebruiken micro- 
organisme. Nadat op de maatverdeeling het eindvolume van het 
substraat na de monsterneming was afgelezen werd de kolf met 
behulp van een stukje vacuumslang aangesloten aan drie, 
onderling eveneens door vacuumslang glas op glas verbonden 
waschfleschjes, waarin zich bevond resp. 200, 100 en 50 ccm 
van te voren op carbonaatgehalte getitreerde 20% -ige kaliloog. 
De afvoer van het laatste waschfleschje mondde uit onder in 
een meetcylinder van 2000 ccm inhoud, vanboven van een 
rubberslangetje en schroefklemkraantje voorzien. Deze cylinder 
stond in een bak met paraffineolie. Nadat het geheele gistings- 
apparaat de temperatuur van de broedkamer (+ 32° C) had 
aangenomen, werd met een handzuigpompje de meetcylinder 
vol met paraffineolie gezogen. 


Quantitatieve bepaling der vergistingsproducten. 


De hiervoor in aanmerking komende verbindingen zijn de 
volgende: glucose, waterstof, koolzuur, azijnzuur, mierenzuur, 
aethylalcohol, melkzuur en barnsteenzuur’*). Aan een beschrij- 

2) Daar al onze stammen, ook onder anaerobe omstandigheden na 
vergisting van een glucosehoudende voedingsvloeistof een negatieve Voges- 
Proskauer reactie toonden, komen de bepalingen van acetylmethylcarbinol 
en 2—3 butyleenglycol hier niet in aanmerking. 
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ving der afzonderlijke bepalingsmethoden mogen eenige opmer- 
kingen van algemeenen aard voorafgaan. | 

Wil men een juisten indruk krijgen van de betrouwbaarheid 
der analyseresultaten, dan dient men zich van te voren reken- 
schap te geven van de nauwkeurigheid der gevolgde werkwijze. 
Deze proefanalysen behooren te geschieden met mengsels, welke 
zooveel mogelijk overeenkomen met de later te analyseeren uit- 
gegiste substraten. Alleen op deze wijze verkrijgt men een juist 
inzicht in de betrouwbaarheid der toegepaste analysetechniek. 

Ook is het feit, dat men bij de analyse van een ,,onbekende” 
uitgegiste vloeistof een kloppende ,,koolstofbalans” verkrijgt, 
d.w.z. dat men de met de verdwenen hoeveelheid glucose overeen- 
komende koolstof tot ca. 90—100% in bovengenoemde verbin- 
dingen terugvindt geenszins een bewijs, dat nu ook de afzonder- 
lik gevonden hoeveelheden dezer verbindingen juist zijn. Onze 
ervaring is, dat vaak bij gistingsproducten, welke ten deele 
gezamenlijk bepaald worden (azijnzuur en mierenzuur, melk- 
zuur en barnsteenzuur) een teveel van één der gevonden ver- 
bindingen, wat de koolstof betreft, opgeheven wordt door een 
tekort aan een der andere vergistingsproducten, zoodat ten 
slotte een koolstofbalans resulteert, welke eem in, werkelijkheid 
niet bestaande nauwkeurigheid voorspiegelt. 

Uit verschillende voorproeven was ons gebleken, welke 
hoeveelheden van de te bepalen verbindingen bij vergisting van 
een 2% glucoseoplossing te verwachten waren. Alle analyse- 
methoden hebben wij dan ook getoetst aan oplossingen van deze 
verbindingen in een 1% peptonoplossing, die ongeveer de 
samenstelling hadden van een uitgegiste vloeistof. 


Waterstof. 


De tijdens de gisting gevormde waterstof verzamelt zich 
in de meetcylinder boven de paraffineolie. Na beéindiging der 
gisting wordt de kolfinhoud krachtig doorgeschud om zooveel 
mogelijk de vrije zuren met het op den bodem bezonken krijt te 
laten reageeren, waarbij nog een vrij aanzienlijke hoeveelheid 
koolzuur vrijkomt. Daarna wordt de kolf door den kraantrech- 
ter bijgevuld met een gemeten hoeveelheid uitgekookt gedes- 
tilleerd water. Het totale volume van de ontwikkelde waterstof 
wordt nu gevonden door van de in de meetcylinder opgevangen 
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gashoeveelheid af te trekken de totale hoeveelheid toegevoegd 
water (welke correspondeert met de oorspronkelijk in de kolf 
aanwezige stikstof, die ook als ,,waterstof” in de meetcylinder 
opgevangen en gemeten wordt). Door deze hoeveelheid gas te 
corligeeren voor temperatuur en barometerstand, benevens 
voor het hoogteverschil van de paraffine in de meetcylinder en 
in den dezen bevattenden bak (S.g. paraf. liquid. bij) 32° C. = 
0.865) kan men het gemeten gasvolume herleiden tot 0° en 760 
mm en met behulp van het litergewicht van waterstof bij ge- 
noemden temperatuur en druk, zijnde 0.0899 gram, omrekenen 
tot grammen waterstof. 


Koolzuur. 


Het tijdens de gisting ontwikkelde koolzuur is van tweeér- 
lei aard en wel a) het uit de glucose, resp. uit de afbraak- 
producten hiervan ontwikkelde CO. en b) het koolzuur, dat 
ontstaat door reactie van de gevormde zuren met het in het 
substraat aanwezige krijt. Men dient dus te weten Je het car- 
bonaatkcolzuur van de loog en van het substraat vodér de 
gisting en 2e dezelfde waarden na de vergisting. Het verschil 
van deze beide sommen geeft aan de tijdens de gisting wit de 
glucose, resp .mierenzuur of pyrodruivenzuur ontstane hoeveel- 
heid koolzuur. 

Het ,,carbonaatkoolzuur” van het substraat véér de ver- 
gisting bepaalden wij volgens Braak. Hiervoor dient het in den 
aanvang genoemde ,,krijtmonster”. Dit wordt krachtig door- 
geschud en hiervan snel met een pipet 25 ccm afgenomen en 
gebracht in een wiidmonsch, zgn. extractie kolfje. De pipet 
wordt met uitgekookt gedestilleerd water nagespoeld. Onder 
zachte verwarming wordt hieruit het met verdund zwavelzuur 
vrijgemaakte CO. door een koolzuurvrijen luchtstroom uitge- 
dreven en na droging door geconc. zwavelzuur en calcium- 
chloride opgevangen in een kali-apparaatie. Het hierin opge- 
vangen koolzuur laat zich op den totalen kolfinhoud omrekenen. 
Hierbij wordt dan opgeteld de in de loog primair aanwezige 
hoeveelheid CQz. 

Nadat na afloop der gisting de kolfinhoud met uitgekookt 
water is bijgevuld, wordt gedurende een uur een koolzuurvrije 
lucht- of stikstofstroom doorgeleid, waardoor het in de vloeistof 
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opgeloste koolzuur zich voor het grootste deel in de wasch- 
fleschjes met loog verzamelt. De kolfinhoud wordt, nadat het 
volume hiervan gemeten is, met een bekende hoeveelheid uit- 
gekookt water in een groote kolf gespoeld en hiervan weer een 
krijtmonster” van 25 ccm genomen. Het aan het einde der 
proefneming in de kolf nog aanwezige carbonaat- en bicarbo- 
naat-, resp. opgeloste koolzuur wordt op de bovenomschreven 
wijze bepaald en op de geheele hoeveelheid omgerekend. 

Het in de loog aanwezige CO. wordt door titratie bepaald 
(,,Totaal alcaliteit” t.o.v. methyloranje en ,,loog-alcaliteit” t.o.v. 
phenolphthaleine waarbij het CO2 als BaCOs door BaCl: neer- 
geslagen is, verschil is ,,Carbonaat-alcaliteit”. Zie Tread- 
well (9)). 


Vluchtige zuren. 


Nadat het krijtmonster genomen is, wordt de rest der uit- 
gegiste vloeistof gefiltreerd en 100 ccm hiervan met verdund 
zwavelzuur t.o.v. congorood zéér voorzichtig aangezuurd. Een 
overmaat zwavelzuur kan nl. uit nog aanwezige giucose mieren- 
zuur vormen, waardoor de hoeveelheid hiervan te hoog ge- 
vonden wordt. Volgens onze ervaring ontkomt men hier niet 
aan. Een ernstig bezwaar is dit echter niet, daar bij de gistingen 
met gasvormende micro-organismen, waarbij dus weinig 
mierenzuur in het substraat achterblijft, de glucose voor 90— 
100% vergist wordt en de hoeveelheid uit het kleine quantum 
resteerende glucose door de overmaat zwavelzuur gevormde 
mierenzuur zeer gering zal zijn en dan ook slechts een kleine 
procentueele fout in de bepaling veroorzaken zal. Bij de gis- 
tingen met gaslooze bacterién is weliswaar de overblijvende 
hoeveelheid glucose en dus de hieruit vrijkomende hoeveelheid 
mierenzuur wat grooter, doch de in het substraat achterblijven- 
de hoeveelheid ongesplitst mierenzuur is ongeveer 10 maal 
grooter, dan bij de eerstgenoemde gistingen het geval is, zoodat 
ook hier de procentueele fout der mierenzuur-bepaling klein 
blijft. 

Na aanzuring wordt 1% L. overgestroomd. (Zie voor de 
noodzakelijkheid van deze groote hoeveelheid o.a. Jan Smit 
(10)). Het destillaat wordt met */:. normaal loog t.o.v. phenol- 
phthaleine geneutraliserd. Hicrbij moet men een_,,blanco”- 
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correctie aanbrengen voor de hoeveelheid loog, noodig om in 
1% L. destillaat, vrij van azijn- en mierenzuur een duidelijken 
kleuromslag waar te nemen. De hiervoor benoodigde hoeveel- 
heid */:. normaal loog werd door ons op 3.89 ccm gevonden, 
een waarde overeenkomstig aan die door Scheffer opgegeven. 

Nadat aldus de totale hoeveelheid azijnzuur en mierenzuur 
gevonden is, wordt het geheele geneutraliseerde destillaat op 
een waterbad tot ca. 50 ccm ingedampt en hieraan toegevoegd 
een zekere hoeveelheid (10 ccm voor de hoeveelheid mierenzuur 
van een ,,gasvormende” gisting en 50 ccm voor de mierenzuur- 
bepaling bij een ,,gaslooze” gisting) van het volgende reagens: 
10% HgCl:, 3% NaCl, 4% natriumacetaat, alles in water. Deze 
mierenzuurbepaling volgens Fincke (11), waarbij het mercuri- 
chloride voor een evenredig deel door het aanwezige mieren- 
zuur tot mercurochloride gereduceerd wordt, levert zeer nauw- 
keurige resultaten op. Na twee uur verhitten op het waterbad, 
wordt het geheele mengsel warm door een gewogen glasfilter- 
kroesje gefiltreerd, eenige malen met water, daarna met dlcohol 
en aether gewasschen en tenslotte een uur bij 100° gedroogd. 
Hierna laat zich de door weging gevonden hoeveelheid calomel 
door vermenigvuldiging met 0.0977 omrekenen tot de hoeveel- 
heid mierenzuur, welke in de onderzochte 100 ccm vloeistof 
aanwezig was. Door deze hoeveelheid zuur af te trekken van de 
totale hoeveelheid vluchtige zuren, laat zich het azijnzuur- 
gehalte berekenen. De mierenzuurbepaling heeft een fout van 
+ 5%, de azijnzuurbepaling een van 2—5%. 


Niet-vluchtige zuren. 


Het bij de stoomdestillatie achterblijvende residu (melk- en 
barnsteenzuur bevattende) wordt met soda t.o.v. lakmoes ge- 
neutraliseerd en daarna op het waterbad tot stroopdikte inge- 
dampt. Hierop wordt met 2 ccm H2SQO, aangezuurd, met water- 
vrij natriumsulfaat vast gemaakt en in een soxhletapparaat met 
aether gedurende minstens zeven uur geéxtraheerd. 

De aetherische oplossing wordt door afdestilleeren van. de 
aether bevriid en het residu opgelost in een maatkolfje tot 100 
ccm en door filtratie van de eveneens geéxtraheerde, in water 
onoplosbare harsachtige verbindingen bevrijd. In deze oplossing 
moeten nu melkzuur en barnsteenzuur bepaald worden. 
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De som van beide zuren vindt men aldus. Aan 25 ccm van 
het filtraat voegt men enkele druppels phenolphthaleine toe, 
kookt even op om eventueel opgelost CO2 te verdrijven en 
voegt een overmaat ‘/io normaal KOH toe. Hierop kookt men 
gedurende eenige minuten op de vrije vlam, waardoor ev. 
aanwezig lacton gesplitst wordt en het hieruit gevormde melk- 
zuur zich met loog kan binden (zie Jan Smit, loc. cit.). De over- 
maat loog wordt met */1, normaal HC1 teruggetitreerd. 

Naast de som der beide zuren werd het melkzuur bepaald 
volgens een methode van Friedemann en Kendall (12), ook door 
Baars (13) bij zijn onderzoekingen toegepast. In een kolf met 
ronden bodem van 500 ccm brengt men 25 ccm van het 1: 10 
verdunde, bij de bepaling der totaal aciditeit vermelde filtraat, 
voegt hieraan toe 5 ccm 6-normaal phosphorzuur, 20 ccm 10% 
mangaansulfaatoplossing, 100 ccm water en een mespunt talk. 
De kolf wordt gesloten met een rubber stop, voorzien van drie 
doorboringen. Door deze boringen gaan resp. eem tot op den 
bodem der kolf reikend dun invoerbuisje, een koelerbuis en een 
druppeltrechter. De koelerbuis is tweemaal rechthoekig omge- 
bogen en mondt met een fijne punt uit in een lange reageerbuis, 
waarin zich 20 ccm 1% natriumsulfietoplossing bevindt. Deze 
reageerbuis is door een tweemaal rechthoekig omgebogen buis, 
eveneens tot een fijne punt uitgetrokken, verbonden met een 
tweede reageerbuis, waarin zich eveneens 20 ccm der bisulfiet- 
oplossing bevindt. 

Nadat het toestel in elkaar gezet is, wordt door het invoer- 
buisje een matige stikstofstroom gevoerd en de kolfinhoud aan 
de kook gebracht, terwijl de koelerbuis flink gekoeld wordt. 
Kookt de vloeistof dan wordt onder voortdurend zacht koken 
door den druppeltrechter langzaam een */10 normale kalium- 
permanganaatoplossing toegedruppeld en hiermede doorgegaan, 
totdat de bruine kleur van overmaat MnO. minstens. een kwar- 
tier blijft bestaan ten bewijze, dat al het aanwezige melkzuur 
door Mn0: tot aceetaldehyde geoxydeerd is. Dit aceetaldehyde 
wordt in de buisjes met natriumbisulfiet geabsorbeerd. Nadat 
de oxydatie feitelijk beéndigd is, wordt het koken en het gas- 
doorleiden nog % uur voortgezet. 

De inhoud der absorptiebuisjes wordt getitreerd met een 
*/1o normale jodiumoplossing totdat de als indicator toegevoegde 
stijfsel zich juist blauw kleurt. De blauwe kleur wordt met één 
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druppel 7/1. normaal natriumthiosulfaat weggenomen, daarna 
met een */io normale jodiumoplossing afgetitreerd, totdat de 
Vloeistof juist blauw is. Hierop voegt men 50 ccm verzadigde 
natriumbicarbonaat toe en titreert met */1oo normaal jodium- 
oplossing het aldus uit de verbinding aceetaldehyde-natrium- 
bisulfiet vrijigemaakte bisulfiet. 1 ccm */10 normaal jodium komt 
overeen met 0.00045 gram melkzuur. De jodiumoplossing moet 
steeds voor elke serie gelijktijdig plaats vindende bepalingen 
opnieuw gesteld worden. Opbrengst 92—97%. Voor nadere 
bijzonderheden zij naar de publicatie van Friedemann verwezen. 
Door het melkzuur af te trekken van de totale hoeveelheid der 
niet-vluchtige zuren, vindt men het barnsteenzuur. Dit laatste 
zuur wordt meestal + 5% te hoog gevonden als gevolg van de 
als regel iets te laag uitvallende melkzuurbepalingen. 


Aethylalcohol. 


500 ccm van de uitgegiste en gefiltreerde cultuurvloeistof 
wordt aangezuurd met verdund zwavelzuur (om ev. aanwezige 
vluchtige stikstofhoudende afbraakproducten van het pepton 
benevens ammoniak terug te houden). Hiervan wordt ongeveer 
300 ccm afgedestilleerd en dit destillaat na alcalisch maken 
(om mee overgedestilleerd mierenzuur en azijnzuur te binden) 
wederom aan een destillatie onderworpen. In een maatkolf van 
250 ccm wordt + 200 ccm destillaat opgevangen en daarna tot 
250 ccm aangevuld. In deze vloeistof wordt de alcohol oxydo- 
metrisch bepaald volgens Northrop (14). Men pipetteert in een 
’ fleschje 5 ccm (bij een gasvormende en meer alcohol produ- 
ceerende gisting) of 10 ccm (bij een gaslooze gisting) em voegt 
daarbij 20 ccm kaliumbichromaatoplossing + 0.2 normaal, be- 
nevens 20 ccm 50% zwavelzuur. Het fleschje wordt met een 
glazen stop gesloten, welke door een beugel stevig vast geklemd 
wordt. Het geheel wordt 45 min. in een kokend waterbad. ver- 
warmd. Na bekoeling wordt daarna uitgespoeld in een grooten 
erlenmeyer en ca. 300 ccm water toegevoegd. Met behulp van 
10 ccm 20% kaliumjodideoplossing wordt het niet verbruikte 
bichromaat met 2/10 normaal natriumthiosulfaat terug getitreerd. 
Het verschil met een blanco bepaling, onder dezelfde omstan- 
digheden uitgevoerd, kan direct op alcohol omgerekend worden. 
1 ccm 3/1. normaal Thio = 0.001151 gram alcohol. Fout 1—3%. 
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Glucose. 


Deze bepaalden wij volgens de methode van Luff, uitvoerig 
door Schoorl (15) beschreven. Een bepaalde hoeveelheid (5 ccm 
voor een onvergist substraat, 10 ccm van een door een gas- 
looze en 40 ccm van een door een gasvormenden stam vergist 
substraat) wordt bedeeld met 10 ccm phosphorwolfraamzuur- 
oplossing (50 gram phosphorwolfraamzuur, 970 ccm water, 
30 ccm geconc. zwavelzuur, zie Seibert (16)) en zoo noodig 
aangevuld tot 50 ccm. De neergeslagen peptonen worden af- 
gefiltreerd en in 25 ccm filtraat (met enkele druppels sterke 
loog t.o.v. phenolphthaleine geneutraliseerd) volgens Luff het 
glucosegehalte bepaald. Fout + 2%. 


Hieronder laten wij nu volgen een voorbeeld van de 
analyse van een proefmengsel, dat vrijwel overeenkwam met 
een uitgegist substraat van een gaslooze vergisting. De in tabel 
1 genoemde hoeveelheden der verschillende producten waren 
opgelost in 1800 ccm 1%-peptonoplossing, waaraan nog 2 ccm 
van een 30% methylamineoplossing toegevoegd was, ter na- 
bootsing van de bij de verschillende gistingen ontstaande 
stikstofproducten. Zooals men ziet is het analyseresultaat 
bevredigend. 

(Slot volgt). 


TABEL f 


Toegevoegd 
in gram 


Teruggevonden 


Producten 
in gram 


Fout in °/) 


Giteose.s .. cs 

AZHNZUGK rn) aes os + 2.6 
Mierenzuur. . . . + 0.3 
Aethylalcohol — 2.5 
Melkzuur — 6.7 


Barnsteenzuur . . 


(Laboratorium van den gemeentelijken geneeskundigen en 
gezondheidsdienst te Utrecht). 


Bijdrage tot de kennis en beoordeeling der 
electrometerlampen. 


DOOR 


Dr. J. IDZERDA en Dr. W. A. G. VAN EVERDINGEN. 


III. 


Enkele van de theoretisch besproken mogelijkheden om 
met behulp van electrometerlampen potentiaalverschillen te 
bepalen, willen wij hier aan de practijk toetsen. De bedoeling 
is den graad van nauwkeurigheid na te gaan waarmede wij bij 
verschillende opstellingen, metingen kunnen verrichten. 

De graad van nauwkeurigheid wordt beinvloed o.m. door 
de steilheid van de gebruikte lamp. Deze steilheid heeft een 
bepaalde waarde voor een bepaalde schakelmethode. Zoodra we 
veranderingen aanbrengen in deze schakeling wordt echter de 
steilheid veranderd. Dit algemeene principe geldt voor alle, 
meer samengestelde schakelingen. (Zie vorige publicatie) *). 

Gaan wij nu over tot de bespreking van enkele door ons 
beproefde schakelingen. Geéxperimenteerd werd met twee 
electrometerlampen, le. een dubbelroosterlamp van Siemens en 
Halske, S.H. 115 en een enkelroosterlamp van Philips no. 4060. 

Zooals wij in onze vorige publicatie meedeelden, kent men 
in de practijk twee, principieel verschillende, meetmethoden: de 
directe methode, en de nulpuntmethode. 

Wij zullen nu van beide methoden achtereenvolgens de 
door ons beproefde schakelingen bespreken en onzen aandacht 
wijden aan de factoren die van beteekenis zijn voor de beoor-- 
deeling der waarde die men aan de diverse schakelingen moet 
toekennen, in verband met de gewenschte nauwkeurigheid en 
het meetbereik waarover men wil meten. 


1) Ant. v. Leeuwenh. I. 1. 1934. 
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Allereerst dan de directe methode: 

Het principe der directe methode berust op het vastleggen 
van het verband tusschen roosterspanningsvariatie en de daar- 
door ontstane anodestroomverandering. 

Hierbij is het noodzakelijk dat men eerst, bij wijze van 
iiking, het verband vastlegt tusschen bepaalde, bekende, aan 
het rooster aangebrachte spanningsvariaties en de daarbij be- 
hoorende anodestroomverandering. Deze ijking geschiedt door 
bij bekende emissie, plaatspanning en eventueele roostervoor- 
spanning met een geijkte precisie millivoltmeter bekende span- 
ningen aan het rooster te leggen en de daardoor ontstane plaat- 
stroomvariatie te meten. 


Verwijzende naar een vorige publicatie?) vermelden wij hier nogmaals 
de techniek van de ijking aan de hand van onderstaande schakeling fig. 1 
A is hierin een accu van 2 Volt, V is het aanwijsinstrument (geijkte milli- 
voltmeter), P, is een fijn regelbare potentiometer. Door middel van dit 
laatste instrument kunnen we willekeurige bekende spanningen aan a—b 
aanleggen en door aflezing van V, en den anodestroommeter de verhouding 
vastleggen tusschen bekende roosterspanningsvariaties en plaatstroomver- 
anderingen hierdoor veroorzaakt.. Men verkrijgt op deze wijze een ijk- 
kromme waarop men bij bepaalde waarde van G, direct de daarbij be- 
hoorende roosterspanning i.e. de spanning van het te onderzoeken element 
kan aflezen. ; 


Fig. 1 


Laten wij een voorbeeld nemen. Stel men wil een gebied 
van 1500 m.V. met de grootst mogelijke nauwkeurigheid meten, 
d.w.z. liefst dus op het steilste gedeelte der Ja/Vs kromme. 

Men moet nu kiezen: Of meten met een groveren meter op 
een steil gedeelte der karakteristiek Of meten met een fijneren 
meter over een minder steil gedeelte der kromme, daar men ge- 
bonden is aan het meetbereik van den gebruikten meter. De ge- 
voeligheid van een gegeven meter toch kan men niet verhoogen. 
Wolf*) zegt dit in zijn proefschrift zeer duidelijk: hoe steiler 


?) Ned. Tijdschr. v. Hyg. Microbiol. en Serologie 1932 p. 319. 
*) K. Wolf, Dissert. Darmstadt 1926/1927. 
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de kromme is met des te ongevoeliger instrument kan men toe. 
Een verhoogde meetgevoeligheid van een bepaalde meter is niet 
te bereiken. Men is gebonden aan de verhouding: steilheid van 
de lamp tot gevoeligheid van den meter”. 

Van belang is voorts de verhouding tusschen grootte der 
negatieve roostervoorspanning en den anodestroom en het 
meetbereik van het anodemeetinstrument bij een bepaalde Em 
en Va. Immers de grootte van de negatieve voorspanning bepaalt 
imperatief op wélk gedeelte der kromme men terecht komt. 
Hiervan en hiervan uitsluitend is de keuze van het te gebruiken 
meetinstrument afhankelijk. Bovendien is het van belang dat 
men bij zijn metingen uitgaande van de gekozen roostervoor- 
spanning, meet vanaf de minst negatieve roosterspanning in de 
richting van de meer negatieve spanning. De keuze van het 
meetbereik van het meetinstrument wordt door de gekozen 
negatieve roostervoorspanning vastgelegd. Het instrument moet 
z06 worden gekozen dat het bij deze voorspanning zijn maxi- 
malen uitslag geeft. Men heeft dan een goed gedefinieerd nul- 
punt. Werkt men vandaar af terug naar de meer negatieve 
spanning, dan meet men onder deze omstandigheden op het 
steile gedeelte der kromme. Werkt men omgekeerd en gaat men 
dus uit van de meest negatieve waarde die men wenscht te 
bereiken, d.w.z. beschouwt men dit aldus bereikte punt als nul- 
punt, dan heeft mem het nadeel dat men een gedeelte van het 
meetbereik ongebruikt laat. Bij hoogere waarden van Ia zal dus 
dit bedrag steeds meegaan in de meting (Wolf). 

Wij willen één en ander met een voorbeeld nog nader toe- 
lichten. Men wenscht bijv. een meetbereik van 1500 m.V. met 
-een maximale snelheid. Roosterstroomen mogen niet aan- 
wezig zijn. Wij zijn dus gebonden aan een bepaalde, minst 
negatieve, roosterspanning. We bevinden ons dan op het voor 
deze omstandigheden steilste deel der kromme. Wi} hebben nu 
een betrekkeliik grof instrument noodig dat ons het geheele 
gewenschte meetbereik kan geven. M.a.w. veel millivolts per 
deelstreep, terwijl daarbij het aantal millivolts per deelstreep 
rapide afneemt in verband met de afneming der steilheid. D.w.z. 
voor de hoogere waarden bijv. 1400—1500 mV. zal de meter 
maar weinig deelstrepen geven, terwijl van 0—50 mV. de ge- 
voeligheid per deelstreep veel beter is. Wil men anderzijds bijv. 
slechts 500 mV. meten dan moet men werken bij een vrij hooge 
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negatieve roostervoorspanning, omdat anders door te groote 
I. de meter onbruikbaar wordt. 

Wij moeten voorts er nog de aandacht op vestigen dat bij 
de directe methode eventueele roosterstroomen een rol van 
beteekenis vervullen. Teneinde niet in herhalingen te vervallen 
moeten wij hierbij verwijzen naar één onzer vorige publicaties 
over dit onderwerp, waarbij speciaal over roosterstroomen uit- 
voerig is gesproken*). Wij vestigen er tevens nogmaals de 
aandacht op dat men in het ,,meten in den floating potential” 
een middel heeft om de moeilijkheden door roosterstroomen 
veroorzaakt te ontgaan. Zooals wij reeds opmerkten heeft 
deze methode, die ook hare bezwaren met zich brengt, weinig 
beteekenis meer wanneer men werkt met moderne electrometer- 
lampen, waarbij roosterstroomen voorkomen die niet grooter 
zijn dan 10°’ A, aangezien dermate kleine stroomen in onze 
meetapparaturen niet meer tot uitdrukking komen. 


Fig. 2 
Wi. W2 weerstanden. B. Barnsteenschakelaar (1, 2, 3 en 4 contacten). Rj. rooster. 
K. kathode. R2. ruimteladingsrooster. P. plaat. Ri, R2 en P gaan in een 
gezamenlijke, geisoleerde kabel naar de verdere meetapparatuur. 


Wij hebben beide lampen S H 115 en 4060 in een opstelling 
volgens de directe methode getoetst. Het principieele schema 
vindt men weergegeven in een vroegere publicatie®). De S H 
115 was gemonteerd in een looden doos behoorende bij den 
Réntgendosismeter van Siemens en Halske waarbij deze lamp 
eveneens gebruikt wordt. In deze doos bevindt zich bovendien 
een barnsteenring van verschillende contacten voorzien, waar- 
door het mogelijk is verschillende bekende, zeer groote weer- 
standen in den roosterkring te schakelen (fig. 2). De lamp 4060 
werd zoodanig gemonteerd in een afzonderlijke metalen doos, 
dat de mogelijkheid om weerstanden in te schakelen als bij SH 


*) Anthonie van Leeuwenhoek I. 1. 1934. 
°) Ned. Tijdschr. v. Hyg. Microbiol. en Serol. 1932. blz. 308. 
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115 bewaard bleef. Door middel van deze apparatuur bleek ons 
dat bij de Philipslamp 4060 geen roosterstroomen voorkomen 
> 10” (links van de floating potential). Hun waarde is zoo 
gering dat ze op onze meest gevoelige meetapparatuur niet tot 
uitdrukking was te brengen. Wij laten nu enkele tabellen volgen 
die een indruk kunnen geven van de te bereiken meetgevoelig- 
heid met S H 115 en 4060. 


TABEL I. 


Vergelijking der meetgevoeligheid van 4060 en S H 115 bepaald 
door middel van de directe methode. 
Gevoeligheid anodestroominstrument = 0.93 X 10-° A. per deelstreep. 
Meetbereik 140 deelstrepen. 
Verschillen per 500 mV. roosterspanningsverandering. 


4060 Va= 4.13 V. = 45 Vv, = 5 V, = 6 
EBT Vinons | V sacl, Ve i 
1.5-2V. 21.4 1.5-2V. 11.0 P52 vs Bove 
2-2.5V. 19.4 2-2.5V. 28.8 2251) 19:1 222% Vil 
253 VIA ATA 2.5-3V. 17.8 2.5-3V. 17.3 2.553 Vere 
3-3.5V. 14.6 3-3.5V. 15.9 3-3.5V. 16.6 3-3.5V. 16.2 
3.5-4V. 115 3.5-4V. 14.0 3.5-4V. 16.5 3.5-4V. 15.0 


S H 115. Verschillen per 500 mV. roosterspanningsverandering. 


Vz. VY, = 6 V., Va=7 Vie ava s 
2-2.5 V. 23.7 2-2.5V. 30.5 2-2.5V. — 
2.5-3 V. 21.7 2.5-3 V. 30.4 2.5-3V. 22.1 
3-3.5 V. 15.3 3-3.5 V. 25.6 3-3.5 V. 30.0 
3.5-4V. 9.3 3.5-4V. 12.4 3.5-4 V. 27.0 


Uit deze beide tabellen blijkt dus dat bij een meetbereik van 
500 mV. de 4060 de grootste meetgevoeligheid, bij de gekozen 
meter, bereikt bij Va = 4.5 V., V-e = 2 volt. Een verhooging der 
negatieve roostervoorspanning met 500 mV. geeft hier een uit- 
slag van 28.8 deelstrepen. Voor de S H 115 worden deze 
waarden: bij Va=7 V., V-«=2 volt, per 500 mV. 30.5 steel. 
strepen. 
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TABEL Il. 


Vergeliiking der meetgevoeligheid van 4060 en S H 115 bepaald 
door middel van de directe methode. 
Gevoeligheid anodestroominstrument = 0.0375 X 10°° A. per deelstreep. 
Meetbereik 130 deelstrepen. 
Verschillen per 100 mV. roosterspanningsverandering. 


Ph 4060 SH115 

V.. Va = 4.15 V.. V, =7 

5.5-5.6 14.7 5.3-5.4 16.7 
5.2-5.3 19 

5.6-5:7 10 5.4-5.5 LES 

5.7-5.8 12.3 5.5-5.6 13.5 

5.8-5.9 11 5.6-5.7 10.5 

59-6. 9.2 5.7-5.8 9.8 
5.8-5.9 1.7 


Uit deze tabel blijkt dat bi} een meetbereik van 100 mV. 
de grootste meetgevoeligheid bij een bepaald anodestroom- 
instrument, voor de Philips 4060 maximaal 14.7 deelstrepen be- 
draagt bij V2 = 4.15 en V- = 5.5. Bij S H 115 ligt de grootste 
meetgevoeligheid onder de gegeven omstandigheden bij V2 =7 
en V-, = 5.2 en is dan 19 deelstrepen. 

Op een bijzonderen vorm der directe methode, die tevens 
als nulpuntmethode gebruikt kan worden, moge hier ook nog 
de aandacht gevestigd worden. Ze wordt vermeld door de 
Philipsfabrieken en berust op een spanningsversterking door 
middel van een versterkerlamp B 405. Zooals blijkt uit fig. 3 


Fig. 3 


berust de schakeling hierop, dat men over een zeer grooten 
weerstand in de anodeleiding der electrometerlamp een span- 
ningsval verwekt en deze aanbrengt tusschen rooster en 
kathode der B 405. De waarde van den weerstand moet een 
zeer bepaalde zijn om de B 405 in een gunstig deel harer 
karakteristiek te doen werken. (8—12 volt negatieve rooster- 
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voorspanning). Deze methode heeft het nadeel dat door den 
zeer grooten weerstand in de anodeleiding de anodestroom zoo- 
danig beinvloed wordt dat kleine roosterspanningsvariaties 
slechts minimale veranderingen van Ia geven, m.a.w. de steil- 
heid wordt sterk ten ongunste beinvloed. Men kan nu in de 
anodeleiding van B 405 direct de I. verandering aflezen, even- 
tueel de nulpuntmethode gebruiken. 

Wij hebben deze methode onderzocht onder gebruikmaking 
van de nulpuntmethode in de anodeleiding van B 405 met 
stroomcompensatie °). De resultaten waren bij een plaat- 
spanning van 100 V. voor B 405 als volgt. Eén volt roosterspan- 
ningsvariatie op het rooster van 4060 gaf 1 m.A. verandering in 
J, bij B 405. De galvanometer wees per volt Ve verandering op 
het rooster van 4060,10-° A. aan. De meter, verdeeld in 100 deel- 
strepen gaf alzoo per deelstreep 10° A. = 10 mV. Vse-ver- 
andering op 4060. Dus indien deze meter uit zijn nulpunt komt 
kan men 1 mV. schatten. 

Gaan wij nu over tot de behandeling der tweede methode, 
de nulpuntmethode. De nulpuntmethode berust op het volgende 
principe. Evenals bij de directe methode brengt men de te meten 
spanning op het rooster aan. Men meet nu echter niet de ver- 
andering der Ja waarde, maar compenseert, védérdat men de 
onbekende spanning aanlegt, de bestaande Ia zoodanig door een 
tegenspanning of een tegenstroom, dat het aanwijsinstrument 
geen uitslag vertoont. Brengt men nu een onbekende potentiaal 
op ’t rooster aan, dan verandert Ia. De toestand van compen- 
satie is opgeheven. Door nu door middel van een potentiometer 
een tegenspanning op het rooster aan te brengen kan men het 
aanwijsinstrument weer op de nulwaarde (gecompenseerden 
toestand) terugbrengen. De door den potentiometer aange- 
brachte tegenspanning komt dan mim of meer nauwkeurig 
overeen met de aangelegde onbekende spanning. Dat hierbij 
o.a. de nauwkeurigheid waarmede men den potentiometer kan 
aflezen een rol van beteekenis speelt spreekt vanzelf. Wij zullen 
op dit vraagstuk hier echter niet verder ingaan. 

Ook hier mogen nu weer eenige algemeene opmerkingen 
voorafgaan. 

Allereerst gelden hier natuurlijk weer de reeks opmer- 


8) Ant. v. Leeuwenhoek I. 1. 1934. 
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kingen die wij maakten over den graad van nauwkeurigheid 
der metingen en hare beinvloeding door de steilheid der ge- 
bruikte lamp. 

Echter zijn er enkele factoren die speciaal voor de nulpunt- 
methode van beteekenis zijn en die wij eerst nader willen bezien. 

Het meetbereik van den meter is hier niet gebonden aan het 
punt van de curve waarin men werkt d.w.z., doordat men door 
het aanbrengen van een compensatie de meter weer in haar 
nulpunt brengt kan men op een willekeurige plaats de Ia/Ve 
kromme werken, zonder dat men daarbij gebonden is aan het 
meetbereik van den meter, op de wijze zooals dit bij de directe 
methode het geval was. Bij de nulpuntmethode bepaalt de ge- 
voeligheid van den meter zelve mede de meetgevoeligheid van 
de geheele apparatuur, in verband met de plaats van de kromme 
waarop men meet. Het gewenschte meetbereik speelt geen rol. 
Dit komt op rekening van den potentiometer in den rooster- 
kring. De gevoeligheid van de geheele apparatuur is direct te 
berekenen uit de Ia/Vz kromme, mits men weet: 1°. de gevoelig- 
heid van den meter. 2°. het punt van de kromme waar men 
werkt. 

1. Wat betreft de gevoeligheid van den meter moeten wij 
de aandacht vestigen op het volgende: 

Wanneer een meter bijv. een gevoeligheid van 3 X 107 per 
deelstreep heeft, zal deze bij 3 10° reeds zichtbaar uit zijn 
nulpunt komen. Aangezien het slechts om het nulpunt van den 
meter gaat, is het voldoende wanneer wij kunnen constateeren 
dat hij uit zijn nulpunt komt. Men kan op een deelstreep ge- 
makkelijk tienden schatten. Op het oogenblik dat de meter 
zichtbaar uit zijn nulpunt komt is er dus een stroomverandering 
van + 3 X 10° Ampére. Dit wil nog niet zeggen dat de meter 
dan 3 X 10° Amp. juist aangeeft. 

Rekening houdende met de aanwijsfout van het instrument 
kunnen we slechts zeggen dat dit een mogelijke waarde is, die 
echter in positieven zoowel als in negatieven zin foutief kan zijn. 
Wij verwijzen hier weder naar een vorige‘) publicatie waar 
wij spraken over het schatten en aflezen der aanwijsinstrumen- 
ten. De door sommige fabrikanten uitgewerkte methode om 
met microscoop of vergrootglas den wijzer bij zijn gang te 


7) Ant. v. Leeuwenhoek I. 1. 1934. 
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observeeren is onjuist. Elke meter heeft een minimum energie 
noodig om uit zijn nulpunt te komen. Deze benoodigde energie 
kan men niet verkleinen door het beeld van den wijzer te ver- 
grooten, evenmin als men door een microscoop méér kan zien 
door de vergrooting van het oculair op te voeren. Bovendien 
zijn schattingen kleiner dan een tiende van een deelstreep toch 
veelal waardeloos door de reeds meerdere malen genoemde 
aanwijsfout. Ziet men dus ,,vergroot” den meter uit zijn nulpunt 
komen dan geeft deze wel een zekere stroomwaarde aan, maar 
de grootte daarvan kent men niet nauwkeurig. Brengt men nu 
den meter weer in zijn nulpunt, dan bedenke men dat ook dit 
punt zelve slechts betrekkelijik is. Ook im het nulpunt zit de 
aanwijsfout. Hoe sterk men het wijzerbeeld ook vergroot, dit 
geeft ons dus niet het minste verbeterde inzicht in het electrisch 
gebeuren in den meter zelve. Elk nulpunt is een relatief begrip. 
Dat men in de practijk zich hierin beperkingen oplegt, en prac-” 
tisch een bepaalden stand als nulpunt aanneemt, is geen be- 
zwaar, mits men zich van de relativiteit hiervan, in verband 
met de mogelijke aanwijsfout van den meter, maar duidelijk 
bewust is. 

Wat betreft het punt van de kromme waar men werkt, 
dient opgemerkt dat een bundel I./Ve krommen noodig is om uit 
te maken bij welke emissie en plaatspanning de hoogste steil- 
heid bereikt wordt. 

Voordat we nu de verkregen resultaten bespreken, willen 
we eerst de verschillende schakelingen waaraan het principe 
der nulpuntmethode ten grondslag ligt, van de technische zijde 
beschouwen. 

Wat de methode van compensatie betreft, merkten we ter- 
loops reeds op dat men stroomcompensatie en spanningscom- 
pensatie kent. _ 

Het principe der stroomcompensatie vindt men weer- 
gegeven in fig. 4 en spreekt voor zichzelve. Door middel van 


>} 
a 
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Fig. 4 


weerstand W kan men den stroom van de batterij C z66 
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regelen dat deze in tegengestelde richting loopende stroom 
precies gelijk is aan Ia. 

Bij spanningscompensatie *) wordt in principe in de anode- 
leiding een weerstand aangebracht, waarover een zekeren 
spanningsval optreedt bij bepaalde Ia. Wisselt Ia dan verandert 
ook de spanningsval. Aan de uiteinden van den weerstand 
brengt men nu een spanning aan van tegengesteld teeken, 
welke spanning men uit een batterij betrekt en door middel van 
een spanningsdeeler nauwkeurig kan dimensioneeren. Wanneer 
de beide spanningen even groot zijn zal een galvanometer in 
den compensatiestroomkring aangebracht geen uitslag geven. 
Deze meter is nu het nulpuntinstrument. Verandert I. dan ver- 
andert de spanningsval. Beide spanningen zijn niet meer ge- 
compenseerd en de compensatiebatteri? levert stroom. De gal- 
vanometer in dezen kring slaat uit. Men brengt 66k hier weer 
den meter in den gecompenseerden toestand door het aanleggen 
van een tegenspanning op het rooster door middel van een 
potentiometer, zooals wij vermelden bij de algemeene beschou- 
wing over deze methode. 

Technisch kan men nu oy, meerdere wijze tegenspanningen 
aanleggen. We zullen deze methoden achtereenvolgens aan de 
hand van enkele principeschema’s beschrijven. 

Men kan dan spanningscompensatie verkrijgen door: 


1°. de benoodigde spanning te betrekken uit een aparte 
spanningsbron onder potentiometerschakeling van weerstanden. 


2°. combinatie van de compensatiespanningsbron met de 
gecombineerde gloeistroom-anodebatterij. 


3°. een schakeling toe te passen waarbij door middel van 
een potentiometer in het positieve gedeelte der gloeidraad- 
leiding, op onder te bespreken wijze de benoodigde compen- 
satiespanning wordt verkregen. 


Ad 1°. Deze methode is 0.a. beschreven door Wulff en 
Baumlein en is in principe niets anders dan het bekende 
voltmeter-electrometersysteem. Het principeschema vindt men 
weergegeven in fig. 5. 


*) Door een fout in de berekening gelden onze opmerkingen, gemaakt 
op blz. 315, Ned. Tijdschrift v. Hyg. 1933) omtrent de gebruiksmogelijkheid 
van de spanningscompensatie volgens Wulff en Baiimlein maar ten deele. 
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Ad 2°. Van deze methode geeft fig. 6 het principeschema. 
Hier wordt dus over een gedeelte der gecombineerde gloei- 
stroom-anodebatterij via een potentiometer de benoodigde com- 
pensatiespanning verkregen. 

Ad 3°. Deze methode vindt men in principe weergegeven 
in fig. 7. In het positieve deel der gloeidraadleiding ligt een 


Fig. 5 Fig 6 Fig. 7 


potentiometer P. Met weerstand C stelt men den gloeistroom 
in. Over P vloeit nu een bepaalde stroom en dus ontstaat 
hierover een vaste spanningsval die men kan aftakken 
door middel van het draaibare contact der potentiometer, 
verbonden aan G. Op deze wijze kan men bereiken dat 
over G geen stroom vloeit. Zoodra echter de roosterspanning 
verandert, verandert Ia en dus de spanningsval. Het evenwicht 
is verbroken. G slaat uit. Door tegenspanning op het rooster 
op de bekende wijze aan te leggen komt G weer in den nul- 
stand terug. 

W:j hebben nu alle genoemde schakelingen onderzocht 
met behulp van de lamp 4060. 

Wij zullen achtereenvolgens de resultaten der verschillen- 
de metingen mededeelen en aan de hand van deze gegevens 
trachten een inzicht te krijgen in de nauwkeurigheid die men 
met deze opstellingen kan bereiken. 

Recapituleerende zullen wij dus de resultaten der metingen 
mededeelen, verkregen bij 1°. stroomcompensatie. 2°. span- 
ningscompensatie op drie beschreven schakelwijzen. 


Ad 1°. Stroomcompensatie: 


Met 4060 (bij Vs = 650 A., Va = 4.5 V. V-s = —2 V.) ver- 
kregen wij zonder nulpuntcompensatie bij 100 m'V. rooster- 
spanningsvariatie, een anodestroomverandering van 2.5 X 0.93 
< 10° A., bij 200 mV. roosterspanningsvariatie 5.2 < 0.93 x 
10° A. 
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Ad 2°. Spanningscompensatie: 


a. de compensatiespanning wordt betrokken uit een 
aparte batterij. Met ingeschakelde compensatie treedt voor 
500 mV. roosterspanningsvariatie een anodestroomverandering 
op van 23 strepen; bij uitgeschakelde compensatie blijkt dit te 
zijn 12 strepen op een aanwijsinstrument met een meetgevoelig- 
heid van 0.93 * 10° A. per deelstreep. 


b. de compensatiespanning wordt betrokken uit een ge- 
combineerde spanningsbron. Hierbij blijkt bij ingeschakelde 
compensatie een roosterspanningsvariatie van 500 mV. een 
anodestroomvariatie van 23 deelstrepen te geven op een aan- 
wijsinstrument, dat 0.93 X 10° A. per deelstreep aangeeft. Bij 
uitgeschakelde compensatie wordt deze waarde 12 deelstrepen. 


c. de compensatiespanning wordt verkregen door een 
potentiometer in de gloeidraadleiding. Per 1000 mV. rooster- 
spanningsverandering verkrijgt men bij de directe schakeling 
25,75, bij de ingeschakelde compensatie 46,2 deelstrepen op een 
meter, die 0.93 X 10° A. per deelstreep aangeeft. 


Het verschil in grootte der anodestroomvariatie bij inge- 
schakelde spanningscompensatie en directe meting verdient 
nadere beschouwing. Uit dit verschil toch mag men niet con- 
cludeeren tot een grootere nauwkeurigheid bij gebruik van 
spanningscompensatie. Stel, dat wanneer men 500 mV. extra- 
spanning op het rooster aanbrengt de anodestroom grooter 
wordt, dan zal bij gebruik van de compensatieinrichting deze 
ontregeld worden, wanneer ze van te voren gecompenseerd 
was. Het blijkt nu, dat het anodestroomaanwijsinstrument een 
grootere waarde aangeeft, dan wanneer men niet compenseert. 
Deze schijnbare winst ontstaat door het feit, dat men aan den 
weerstand in den anodekring feiteliik door het aanbrengen der 
compensatieketen een weerstand inschakelt, en dus voor den 
anodestroom den totaalweerstand vermindert, waardoor de 
stroom grooter wordt. 

Gaat men nu compenseeren dan wordt de parallelweer- 
stand, dien men voor de compensatieketen kan substitueeren, als 
het ware geblokkeerd, doordat men de compensatiespanning 
gelijik gaat maken aan den spanningsval over den anode- 
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weerstand. Het gevolg hiervan is, dat een steeds kleiner deel 
van den stroom nog haar weg zal nemen over den gesubsti- 
tueerden weerstand. Is de compensatie volkomen, dan is deze 
weg voor den stroom volledig geblokkeerd, immers, de gal- 
vanometer in de compensatieketen vertoont geen uitslag. De 
schijnbare winst gaat hier dus weer verloren. Theoretisch kan 
men zeggen, dat op het moment dat de apparatuur uit haar 
gecompenseerden nulstand geraakt, er wél eenig voordee!l is, 
dat echter uiterst gering, practisch te verwaarloozen is. 


Samenvatting. 


In bovenstaande verhandeling werd een overzicht gegeven 
over de theorie der electrometerlampen en de toepassing’ van 
deze voor het meten van kleine potentiaalverschillen. 

Verschillende schakelschema’s werden besproken; mede 
de nauwkeurigheid der verschillende methoden nagegaan en 
getoetst aan het experiment, met behulp van een dubbel en 
enkelrooster electrometerlamp. 


Ten slotte betuigen wij onzen dank aan Dr. Haringhuyzen, 
Physisch Laboratorium Utrecht, voor de bereidwilligheid waar- 
mede hij onze mededeelingen over dit onderwerp voor het ver- 
schijnen critisch heeft willen beschouwen. 


* 


Een mededeeling over het kweeken van visschen 
in de langzame zandfilters te Makassar 
(Gelebes N. O.-I.) met het doel den 
looptijd der filters te verlengen 


DOOR 


Dr. SARDJITO. 


De beteekenis van het filtervlies op het langzame zand- 
filter voor de biologische reiniging van het te filtreeren water 
wordt zeer hoog aangeslagen. Een klein mankement in den 
vorm van een scheur of een barst is reeds voldoende om een 
ongehoord aantal bacterién door te laten, welke als gevolg een 
verhooging van het bacteriéngetal in het effluent zou geven. 
Gartner preciseert in zijn handboek over Hygiene des Wassers, 
dat het filtervlies geen opening of scheur mag hebben. De 
openingen worden teweeggebracht door dieren o.a. door de 
beweging der muggenlarven, welke daar in groot aantal kunnen 
voorkomen, of door andere dieren zooals crustacea. Op warme 
zonnige dagen kan het filtervlies losgerukt worden door de 
geproduceerde zuurstofbelletijes afkomstig van de algen, welke 
in en op het filtervlies zitten. Andere onmderzoekers zooals 
Fliigge, Stein, Kemna, Turner en Goldsmith en (ik veronderstel) 
een groot deel der personen, die de supervisie hebben over een 
langzaam-zandfilter-bedrijf, hebben dezelfde opvatting als 
Gartner. Op Java beschreef Flu een verhooging van het bac- 
teriéngetal in het filtraat als gevolg van een scheur in het filter- 
vlies, waarnaast bovendien nog een doode hagedis lag. Hem 
bleek het duidelijk hoe gevaarlijk zandfilters kunnen worden, 
indien het filtervlies beschadigd wordt. 

In den laatsten tijd is er twijfel gerezen over de waarde 
van het filtervlies voor het biologische reinigingsproces van 
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water. Op Java is Mom niet overtuigd van de juistheid der 
filtervliestheorie. Daarentegen geeft hij wel toe, dat de bacterieele 
verontreiniging in het filtraat kan optreden, als er een opening 
in het filtervlies komt. Hij schreef: ,,.... het is begrijpelijk, dat, 
wanneer op een filter een weerstandbiedend vlies ligt en men 
prikt dit op een bepaalde plaats door, dit tot gevolg zal hebben, 
dat door de gemaakte opening een sterke doorstrooming ont- 
staat, die allerlei onzuiverheden, waaronder natuurlijk ook 
bacterién meesleept”’. 

Derhalve, hoe de werking van het filtervlies ook zij, zijn de 
verschillende onderzoekers het er wel over eens, dat het filter- 
vlies gedurende het bedrijf niet beschadigd mag zijn. 

Kennis genomen hebbende van de tot dusver gehuldigde 
opvatting van het gaaf moeten zijn van het filtervlies, was ik 
niet weinig verbaasd, toen ik in Makassar bij het exploiteeren 
van een langzaam zanafilter een toestand vond, in tegenspraak 
met de bovenaangehaalde meeningen. In Makassar toch worden 
in elken filterbak van 9 X 12 M, met opzet visschen gedaan tot 
een aantal van 300 en ter grootte van 5 tot 30 cM, met de 
bedoeling hen den algengroei op het filtervlies af te doen 
grazen, waardoor de levensduur van het filter verlengd wordt, 
zonder dat er ooit verhooging komt in het bacteriéngetal van 
het effluent. 

Dit is aanleiding tot de volgende mededeeling. Voor de 
watervoorziening van de stad Makassar werd in 1922 een 
langzaam zandfilter gebouwd. Volgens den oorspronkelijken 
opzet zou het ruwe water van de kali Berang afkomstig moeten 
zijn, waar de insteek ongeveer 10 km van het filtercomplex 
verwijderd is. Voorzichtigheidshalve werd ook een drainageput 
achter het filterterrein aangelegd, welke water naar het filter 
kan leveren, wanneer de betonnen toevoerbuis in reparatie 
mocht komen. Deze aanvoerbuis is wegens het slechte 
materiaal, waarvan ze vervaardigd was, zoo poreus geworden, 
dat ook het grondwater er in stroomt. In den regentijd kan de 
buis daarmede zoo vol raken, dat het onmogelijk is, nog rivier- 
water erin te pompen. Het ruwe water is derhalve van verschil- 
lende herkomst: in den westmoesson bestaat het voor een groot 
deel uit zakwater van de kampongs en sawahs, waardoorheen 
de toevoerleiding loopt, terwijl in den drogen tijd het rivierwater 
de overhand heeft, gemengd nfet drainagewater. 
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De resultaten van de filters gedurende hun bestaan zijn, 
ondanks de wisselende samenstelling van het ruwe water, zeer 
bevredigend. 

Het ruwe water wordt eerst met aluin in de bezinkings- 
bassins geklaard, in voorfilters door grof grind gefiltreerd en 
komt dan in de open eindfilters; het heldere effluent wordt 
gechloreerd en verzameld in de ondergrondsche reinwater- 
kelders. Na een paar uren stil gestaan te hebben wordt het 
gechloreerde water naar den toren opgepompt, welke het over 
de stad distribueert. 

Er werden 6 filters gebouwd van 25 m lang en 9 m breed, 
maximum van 12,8 cm per uur, zoodat elk filter 8 L-secunde 
als effluent kan geven. 

Eind 1922 werd slechts één filter in bedrijf gezet, in April 
1923 werden twee, in Juli 1924 drie filters in gebruik genomen. 
Naar gelang van de behoefte vermeerderde het aantal in 
exploitatie genomen filters, zoodat in December 1925 alle 6 fil- 
ters in vol bedrijf moesten komen. Het jaarlijksche gemiddelde 
van het stadsverbruik was: 


in 1923 plm. 3  L-secunde 


ga etna Ne 
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Bij het jaarlijksche gemiddelde van het stadsverbruik in 
1929 van + 30 L-secunde was het minimum dagverbruik 211 
L-secunde op 8 Januari en het maximum 41% L-secunde op 
1 December, terwijl op warme dagen dikwijls een debiet ver- 
langd werd van 40—40% L-secunde. 

In tijden van’ groot waterverbruik werd de filtratiesnelheid 
opgevoerd tot + 20 cm per uur, gevende 12 L. sec. effluent, 
zonder slechte gevolgen. 

Vroeger toen in de eindfilters nog geen visschen werden 
gekweekt, varieerde de looptijd der filters tusschen 30 en 45 
dagen. In den drogen moesson met heldere zonnige dagen, 
waardoor de algengroei versterkt was, was de levensduur der 
filters soms nog korter. 
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De visschen, welke ter verlenging van den levensduur der 
filters gebruikt werden waren: 

a. Goerameh (Osphromenus olfax) 

b. Ikan mas (Cyprinus carpio) 

c. Wader (Puntius javanicus). 

Het bleek al spoedig, dat de nuttige werking der Osphro- 
menus olfax niet groot was, zoodat deze visschen verder ver- 
wijderd werden. 

Bevat een filter Cyprinus carpio, dan is het aantal hiervan 
+ 300; de lengte, gemeten van den neus tot aan den wortel van 
de staartvin bedraagt 5 tot 30 cm. 

Een proef met een filter zonder, en één voorzien van 
Cyprinus carpio gaf als resultaat, dat het filter zonder visschen 
reeds na 31 dagen verstopt raakte, terwijl dat met visschien 
een levensduur heeft van bijna 3 maanden. (Zie tabel 1, blz. 121). 

Hierbij valt op te merken, dat, hoewel de filters niet precies 
op denzelfden tijd onderzocht werden, de weersgesteldheid in 
Juli en Augustus op Makassar droog en zonnig en niet onder- 
hevig aan schommelingen was. Verder was het onmogelijk twee 
filters voor de proef ter beschikking te hebben, die precies 
tegelijik konden beginnen, van wege het groote waterverbruik in 
de stad in deze maanden, zoodat elk filter na schoonmaak 
onmiddelliik weer in bedrijf genomen moest worden. 

De reeds opgedane ervaring gaf eenzelfde beeld als de 
verrichte proef. 

Beschouwen wij de kwaliteiten van het ruwe water op het 
filter, dan valt onmiddellijk op, dat de kiemgetallen over het 
algemeen laag waren. In den filterbak E was het slechts op den 
28en Augustus en op den 4en September hooger dan 1000 
bacterién per cc en meestal was het beneden 750. In een ander 
filter was het gemiddelde aantal bacterién bij 25 bepalingen 634, 
waarvan 4 maal boven 1000 kolonién per cc en ten hoogste 
4350. 

Verder de glucose- en Jactose-titer laag, terwijl de Eykman- 
titer zeer inconstant was. Het permanganaat-getal was over 
het algemeen hoog. 

Er is derhalve geen verschil op te merken tusschen het 
ruwe. water met en zonder visschien. 

Na het passeeren van het filter werd het bacterién-getal in 
beide gevallen sterk verlaagd,-zelden werd in het filtraat een 
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TABEL I. 


FILTER B. Levensduur van het filter met 300 visschen: 86 dagen. 
——— nd 


weg |e PE ad kd sell ees 
aq | o| = | = | = l8s_] 8] =| =] = 
5) Oo ~ =—5 vo (3) 5 
S| Bo ams bh ee ee fly Bien 
o) a ea O;—-)} wa 
31—5— 30) — | — _— —|— 1 
2—6 440/01 +) 1 +15 6,9 | 4 
5—6 500} 0,1 +| 0,1+0,1+) — | 10 
12—6 570| 01+) 1 +15 +] 4,10} 1 
16—6 315) 15 —|5 —50+/ 7,26] 1 
19—6 250| 0,1 +) 1 +{1 +) 11,69) 9 
23—6 1600} 01+) 1 +/5 +/ 5,68] 1 
26—6 550) 0,1+) 5 +/1 +/ 12,64] 1 
30—6 115) 0,1+) — (65—| 12,95] 2 | 
3-7 325] 0,1 +| 0,1 +/1 +) 10,11] 22) 54/50 +) 65— 
(Fru 300| 0,1 +/ 0,1-+/0,1+) — 1 15 —65 — 65— 
10—7 750| 0,1+) 1 +1 +/ 13,88] 3 | 5+) 5+/65— 
147 50| 0,1 +/ 0,1 reo te 15,48] 2 |15—65 —/ 65— 
17—7 50/ 0,1 +) 0,1-+)5 +) 12,92) 4 |10+ 60 +) 65— 
21—7 650} 0,1 +) 0,1 +/25+) — 5 10+ 65 —| 65— 
24—7 420} 0,1+) 1 +/65—| — 0 |10 +65 —| 65— 
4—8 333) 0.1 +] 0,1 +/65 +) 10,78] O |15 —/66 —| 65— 
11—8 560) 0,1+) 1 +)1 +) 13,58] O | 5+/65 —|65— 
14—8 700; 0,.1+) 1 +15 +) 9,11] 2 115+/65 —|65— 
18—8 500} 0,1+)1 +45 +/ 10,11} 1 |10+/65 —|65— 
21—8 80| 0,1 +/ 0,1 +165 —| 11,37] 5 (10 +/65 —| 65— 
25—8 750| 0,1 +) 0,14+/5 ++) 11,37] 5 115—65 — 65— 
28—8 —| — — —{/ — J— | —] —- J] — 
FILTER E. 
Levensduur van het filter zonder visschen 31: 
14—8 700| 0,1 +t 0,1 +5 +| 9,16) 344) 5+/50+/65 — 
18—8 150} 01+) 1 +/10-+) 9,79} 74415 +10 +165 — 
21—8 100; 1 +) 1 +65—| 10,11}14 |15+/50 +/65 — 
25—8 3323) 0,1 +) 0,1 +/65—| 9,48] 8'/,115 —\10 +165 + 
28—8 2200} 0,1 +| 01 +)1 +) 15.48) 3 115 +110 +165 — 
4—9 1525) 0,1 +) 0,1 +/0,1-+-) 14,22) 111/,) 1 +) 1 +165 + 
8—9 250; 0,1-+)1 +65— — 6 10+)10 +\65 — 
10—9 —| — _— |= — 77/315 —\65 +165 — 
12—9 —|—- —- |— — —|/—|]—J— 
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bacteriéngetal hooger dan 10 gevonden. De glucose- en de 
lactose-titer van het effluent van het filter B met visschen 
stegen langzaam hooger en na een maand gewerkt te hebben 
was de titer in deze beide suiker-voedingsbodems beter dan die 
van het reine water uit filter E zonder visschen. De Eykman- 
titer en de permanganaat-getallen waren in beide filtraten 
ongeveer gelijk. 

Uit deze proef kan worden besloten, dat de visschen in den 
filterbak goed werk verricht hebben, waardoor de levensduur 
van het filter belangrijk was verhoogd, zonder een slechten 
invloed te hebben op het effluent. 

Is het resultaat hiervan bevredigend te noemen, toch werden 
verder proeven genomen met andere soorten visschen. 

Naar aanleiding van de verkregen informaties door Dr. 
Mertens ingewonnen, zou de wader (Puntius javanicus) beter 
de algen kunnen afgrazen dan de ikan mas (Cyprinus carpio). 

Een broed van Puntius javanicus, afkomstig van den Dienst 
der binnenvisscherij op Java werd dankbaar ontvangen. Bij de 
voorkweek waren vele exemplaren door vogels geroofd of ver- 
dwenen, zoodat er slechts 13 visschen overbleven, welke een 
lengte hadden van 5—8 cm. Dit kleine aantal werd in het filter 
F gedaan en gedurende de proef is één er van dood gegaan. Het 
resultaat hiervan was, dat de looptiid van het filter verlengd 
werd tot een gemiddelde van 70 dagen. Ook wanneer de fil- 
tratiesnelheid voortdurend op + 20 cM per uur werd gehouden 
was de looptiid nog langer dan zonder visschen, terwijl het fil- 
traat bacterie-arm bleef. 

De visschen waren zoo gegroeid, dat ze na 6 maanden 
30 cM lang waren met een gewicht van 0.75 tot 0.8 KG. 

In het filter F hebben dus 12 Puntius javanicus het werk 
verricht, dat in het filter B door 300 Cyprinus carpio is gedaan. 

De kortste levensduur van de filters met visschen was. 32 
dagen en de langste was 142 dagen zooals tabel II ons doet zien. 


TABEL II. Levensduur der filters met visschen. 


Aantal 
dagen 


Aantal 
dagen 


Aantal 
dagen 
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De werking van deze visschen in de filters is te vergelijken 
met hetgeen in de natuurlijke of kunstmatige wateren geschiedt. 
Hier worden de organische en anorganische stoffen door bac- 
terién geassimileerd. De bacterién dienen tot voedsel van 
protozoén en raderdieren en deze worden weer genuttigd door 
hoogere dieren. Deze fauna, plus de algen, welke ook opgeloste 
chemische stoffen in het water assimileeren, worden door de 
visschen als voedsel gebruikt. Kolkwitz noemt dit proces carni- 
ficatie der organische en anorganische stoffen in het water. 
Wanneer dus in een half jaar tijds in een filterbak 10 KG meer 
visch is gekweekt, dan beteekent het, dat het water van orga- 
nische en anorganische stoffen in dezelfde gewichtshoeveelheid 
is gereinigd. 

Men kan zich er van overtuigen, dat deze visschen de 
micro-flora en -fauna opeten, door het maag-darmkanaal 
na te kiiken, waar men dan de resten van dezelfde planten en 
dieren, welke op het filter leven terug kan vinden. 

Worden deze niet door visschen opgegeten, dan hoopen 
de flora en fauna zich gedurende de filtratie op. Er ontwikkelen 
zich jonge organismen, doch tegelijk gaan de oudere te gronde 
onder vorming van een detritus massa, die in een verweekten, 
sliimigen toestand in de ruimten tusschen de bovenste zand- 
korrels binnendringt. De cohaesie van deze slijmige massa en 
de zandkorrels wordt zoo groot, dat zij dem waterdruk kan 
overwinnen en in dezen toestand raakt het filter verstopt (zie 
foto 1 en 2). 

Derhalve hoe overvloediger de algengroei is, des te meer 
detritus massa wordt gevormd en des te vlugger wordt het filter 
ondoorlaatbaar. 

Behalve dat de visschen de flora en fauna op het filter af- 
grazen, veroorzaken ze met den mond of met een zijdelings 
schuddende beweging van den buik tegen het filteroppervlak 
openingen in het filtervlies, welke 5 cM diameter en 3 cM diepte 
kunnen hebben (zie foto 3). 

Niet alleen door de visschen wordt het filtervlies be- 
schadigd, doch ook door de ontwikkelde zuurstofbelletjes, waar- 
voor Gartner zoo vreesde, worden de algenvlokken van de 
filteroppervlakte naar boven gerukt. 

Ondanks de herhaalde beschadiging van het filtervlies 
geven de filters jaren lang goede resultaten. Hieruit is te con- 
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cludeeren, dat de praktijk van het filterbedrijf in Makassar aan 
de opvatting steun geeft, dat het filtervlies voor de reiniging 
van het water in het langzame zandiilter in de tropen wel te 
missen is. 

Dan rijst de vraag, waar het reinigingsproces der bacterién 
plaats grijpt. Geschiedt dit in de waterlaag boven of in het filter- 
lichaam? 

Om te weten te komen hoe de bacterién-dichtheid van het 
water boven het zand op verschillende hoogte is, werd een 
proeffilter vervaardigd van drie betonnen buizen van !2 M dia- 
meter. Onderin werd een waterdichte betonbodem ter dikte 
van 0.5 M gestampt. Hierop kwam een laag grint van 0.5 M en 
dan filterzand van 1 M dikte. Boven het zand werden aftap- 
kranen aan den wand ingezet: a 25, b 50, c 75 en d 100 cM 
onder het waterniveau, deze laatste vlak boven het zand. 

Evenals bij de in bedrijf zijnde filters was het ruwe water 
afkomstig van de voorfilters, waar het reeds door middel van 
aluin geklaard was. 

Wat ons het eerst opviel was wel het groote aantal bac- 
terién in het water boven het filtreerende zand. Dit feit zou toe- 
geschreven kunnen worden aan het nieuwe zand en het beton- 
materiaal, dat zelf nog niet vrij was van bacterién. Verder mag 
ook niet vergeten worden het nog ontbreken van de ontwik- 
keling der micro-fauna, welke zich met bacterién voedt. Toch 
werkte het proeffilter buiten verwachting goed, zoodat het na 
2 weken gerijpt was in dien zin, dat het een filtraat met een 
bacterie-getal van minder dan 100 gaf. Tegelijk werden de 
bacterie-getallen nagegaan van de waterlaag boven het zand. 
Het resultaat van het onderzoek volgens tabel III doet ons zien, 
dat het water vlak boven het zand over het algemeen reeds een 
zekere mate van zuivering heeft ondergaan. 

In enkele gevallen is de bacterievermindering zeer groot 
b.v. van ontelbaar tot 120, van 1600 tot 700 of van 2700 tot 75 
per cc. Dit proces zou ik willen toeschrijven aan de werking 
van protozoén, infusorién en raderdiertjes. Een steun voor deze 
opvatting heb ik verder gevonden in het feit, dat aan de opper- 
vlakte van de in het bedrijf zijnde filters dikwijls een laagie als 
stof dreef, hetwelk bij nader onderzoek bleek te bestaan uit een 
reincultuur van ciliaten (Paramaecium putrinum), bekend als 
bacterie-eters. 
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TABEL IIL. 
Klein proeffilter om te zien of er een vermindering is van de bacterién- 
dichtheid in de verschillende lagen van het ruwe water. 


Is er bacterién- 

vermindering 

in de onder- Effluent 
lagen van het 

ruwe water? 


Kiemgetallen van het ruwe 
d.d. | water op verschillende diepten 
1930 


Opper- | _ 95 cm. —50 em.|—75 cm. 
viakte 


ja 


titer 
Eykman 
titer 


22—5 |ontelb. 1480 | 1600 
23 ‘s |ontelb. ontelb. | ontelb. | ontelb. neen 
245 14000 | _, “ eh ee ee 
28—5 | 1000 | 900 500| 800 ontelb. ‘ 
31—5 15000 | 9000 20000 | 2200 / 5000] , 
46> 60 4) 24305itO ah coats wes 
11—6 | 560} 625 11600 | 9450, 220] , 
14-6} 900} 700| 800| i70| 500] , 
18—6 | 940| 655| 780] 700| 920 : 


7500 |0,1+|0,1+/0,1-+- 
000 |0,1+/0.1-+|0,1+- 
ontelb.|1 +/0,1+/65 + 
600 |15 —/10 +|65 — 
0 }10+|/5 +\65 — 
10 jt +)]1 +/5 + 
50 /0,1+|1 +/65— 
170 |1 +/5 +/65— 


21—6 |ontelb.| 2700 | 900 | 900 120 “ 55 |5 +/5 +|/65— 
25—6 |16000 | 8000 5500 | 8800 | 700 ~ 55 |1 +]1 +/65— 
28—6 | 1400 | 7000 | 1485 | 1220 | 1100 iS 7 |1 +/0,1+/65 — 

2—7 | 1210 | 1800 | 4400 | 2000 | 1700 2 140 jt +/5 +/65+ 
12—7 |ontelb. | ontelb. | ontelb. | ontelb. | ontelb. a 3744])1 +15 +/65— 
16—7 | 2700 | 1300 ; 2200 | 3320 75 pe 4214/0,1+|0,1+)10 + 
19—7 jontelb.| 1800 | 700 | 300 50 * 0,1+/0,1-+|65 — 
23—7 | 420} 870 | 1022) 933 875 aes 2714/10 +|10 +|65 — 
26—7 | 600} 400; 213} 218 | 210 iS 75 15—j1 +/65— 
30—7 | 287144) 1933 | 2640 | 4440 | 4500 - 52 i +|10 +/65 — 

O— Saad 2ausleeedo 130 32 > GO jt +)1 +/65— 
13—8 |; 11214) 1700 | 2250 | 1570 | 2400 os 0,1+-/0,1--]1 + 

3-9/ 40] 55/ 115| 70| 72% " 244'5 +/1 +/20+ 


6—9| 190] 110| 125] 160] 80] , 
10—9 | 232] 153) 63%) 254) 65] , 
FT oe eae PRG ESO > * 


0 /15—|5 + /125-— 
5 |10+/10 +/65 — 


= —_ — | verstopt 


Behalve een directe bacterie-telling van het water vlak 
boven het zand van het proeffilter, zou ook een andere indicator 
gebruikt kunnen worden, welke er op kan wijzen dat het water 
direct boven het filterzand over het algemeen reeds in zekere 
mate gereinigd is. 

Volgens Kolkwitz en Marsson toch zou men uit de aan- 
wezigheid van bepaalde groepen micro-flora en -fauna in het 
te onderzoeken water reeds een betrouwbaren indruk kunnen 
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krijgen of het water nog sterk met organische stoffen veront- 
reinigd is, of dat het reinigingsproces reeds voor de helft ge- 
schied is, of dat het geheel is gereinigd. De micro-flora en 
-fauna worden door deze onderzoekers gegroepeerd te behooren 
tot 
a. de polysaprobién, voorkomende in sterk verontreinigd 
water, 
b. de mesosaprobién, voorkomende in middelmatig ver- 
ontreinigd water, 
c. Oligosaprobién, voorkomende in weinig verontreinigd 
water, 
d. katharobién, voorkomende in rein water. 


Ofschoon in de natuur de overgang bij zelfreiniging van de 
polysaprobe-zone tot de katharobe-zone zeer geleidelijk gaat, 
is toch de afstand vam de eerste tot de laatste wel zoo groot, 
dat men exemplaren van polysaprobién niet zal aantreffen 
tezamen met katharobién en omgekeerd. Vindt men toch te 
midden van katharobién individuen van de polysaprobe-groep, 
dan is dat reeds een reden om te onderzoeken naar de oorzaak 
van de verontreiniging. 

Daarentegen hebben elke twee aangrenzende groepen geen 
scherpe grenzen. Hier moet men dan oordeelen naar de meest 
voorkomende organismen. 

Keeren wij terug tot de toepassing van dit onderzoek op 
het filtervlies, om te weten te komen in welk reinigingsstadium 
het water in deze laag verkeert. 

Microskopisch vindt men in het filtervlies wel voor 99% 
groene algen, voor een groot deel bestaande uit €én soort, in 
het ééne geval uit pediastrum simplex en de detritus hiervan, 
in het andere geval voor het grootste deel uit fragillaria en 
melosira. Een filtervlies met een gelijkmatige samengroeiing 
van pediastrum, fragillaria en melosira heb ik niet aangetroffen. 

De andere soorten algen en kieselalgen waren opvallend 
minder aanwezig. Na een paar gezichtsvelden zoeken zag men 
een exemplaar van de groep der diatomeén. 

Oscillatoria en lepyomitus ontmoette ik een paar keeren 
gedurende een paar maanden van onderzoek en dan nog slechts 
enkele exemplaren. 

Van de flagellaten waren de bodo globosus en minimus 
vaak te vinden; de andere flagellaten waren zelden te zien, 
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vooral euglena heb ik slechts eens gezien gedurende het ge- 
heele onderzoek. 

De ciliaten trof men ook pas na lang zoeken aan; vorti- 
cellen waren een zeer zeldzame vondst. 

Bosmina en ostracoda waren waar te nemen met een loupe, 
reeds in het water dat zich in de schaal afscheidde van het 
genomen materiaal, bestaande uit zand met daarop het filter- 
vlies. 

Op de liist van de gevonden micro-flora en -fauna zal men 
de organismen aantreffen zoowel uit de Polysaprobe, als uit de 
Meso- en de Oligosaprobe-zone. De vertegenwoordigers van de 
polysaprobién o.a. Leptomitus Lacteus, Oscillatoria, Surirella, 
Cymbella, Synedra, Pleurosigma, Cocconeis, Euglena, Chlomi- 
domonas, de ciliaten waren in vergelijking met Pediastrum, 
Melosira en Fragillaria (de vertegenwoordigers van de Oligosa- 
probién) zeer sterk in de minderheid. 

Hieruit is te concludeeren, dat het water vlak boven het 
filtervlies in de Oligosaprobe-zone verkeert, wat geheel over- 
eenkomt met de reeds verminderde bacterie-aantallen in het 
water ter hoogte van het filtervlies van het proeffilter. 

De rest der bacterién zal wel door het filterlichaam ge- 
absorbeerd worden. 

Het voorkomen van de Polysaprobién op het onderzochte 
filtervlies kan men verklaren door aan te nemen, dat die micro- 
organismen, welke eerst gezweefd hebben in de bovenlagen van 
het ruwe water, pus bij de drooglegging op het filtervlies zijn 
achtergebleven. 

Dan rest mij nog de vraag onder de oogen te zien, of de 
visschen geen ziektekiemen kunnen herbergen, die eventueel 
schadelijk kunnen zijn voor de waterverbruikers. 

Volgens Gartner, die de vischteelt wel in kunstmatige 
meren, waarvan het water in de filters afkomstig is, bepleit, 
brengen deze dieren geen nieuwe pathogene kiemen in het 
water. 

De tot nu toe bekende infecties door het consumeeren van 
visch, werden veroorzaakt door de typhusbacillen, bac. para- 
typhi B of van het Aertrycke type. In Rusland is ook een 
infectie met bac. piscicidus agilis beschreven. 

Uit al deze gevallen kan men opmaken, dat het water, 
waarin de visschen leven, primair verontreinigd is met patho- 
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gene bacterién, terwijl de visschen pas secundair geinfecteerd 
zijn door het water. 

Mocht derhalve het ruwe water op de filters verontreinigd 
zijn met ziektekiemen, dan spelen de visschen geen. rol bij het 
eventueel infecteeren van het effluent. 

Andere ziektekiemen, die de visschen kunnen herbergen, 
zooals plerocercoid van dibothriocephalus latus zullen niet de 
waterverbruikers, doch de personen die de geinfecteerde vis- 
schen op een onhygiénische wijze consumeeren, treffen. 

Een ander bezwaar, nl. visch-lucht in ‘het effluent werd niet 
geconstateerd. 


Samenvatting. 


Uit de boven verrichte onderzoekingen is gebleken, dat 
Cyprinus carpio en Puntius javanicus in de filters van 
Makassar gekweekt, de micro-flora en -fauna op het filterzand 
opeten, waardoor de looptijd der filters belangrijk is verlengd. 
Ondanks de beschadigingen van het filtervlies door de visschen 
waren de bacterie-getallen van het filtraat bijna steeds kleiner 
dan 10; ook de glucose-, de lactose- en de Eykman-titers waren 
bevredigend. 

In een proeffilter werd de bacterie-dichtheid in het ruwe 
water op verschillende hoogte nagegaan. Geconcludeerd werd, 
dat het water vlak boven het filtervlies minder bacterién bevatte 
dan aan de oppervlakte. Mede gaf het onderzoek der saprobién 
van het filtervlies een aanwijzing, dat het water op het filter- 
vlies in de oligosaprobe-zone verkeerde. 

De bacterie-opruimende werking der protozoén zou dan in 
hoofdzaak plaats grijpen in de hoogere lagen van het ruwe 
water, waar de bacterie-dichtheid groot is. De ciliaten kwamen 
op de oppervilakte van het water soms bij elkaar als een 
drijvende stoflaag voor. 

Bij het beoordeelen van de resultaten moet men de werking 
van licht en temperatuur in de tropen, welke een grooten 
invloed uitoefenen op alle biologische processen, in aanmerking 
nemen. 

Ik mag de gelegenheid niet voorbij laten gaan mijn dank 
uit te spreken aan Prof. Dr. R. Kolkwitz en Dr. H. Berger voor 
hun vriendelijke hulp bij het determineeren van de algen en 
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diatomeén, verder aan den heer W. A. L. Bakhoven voor zijn 
medewerking. 


Gevonden micro-organismen in en op het filtervlies. 


| Mate van ' Mate van 
i i Micro-organismen 
Micro-organismen voorkomen g voorkomen 
Fungi. Ciliaten. 
Leptomitus lacteus zeer zelden Colept hirtus na lang zoeken 
Paramecium Pe 

Algen. Glaucoma scintillans - 
Closterium zelden Cyclidium glaucoma - 
Oscillatoria zeer zelden Chilodon : 
Pediastrum + 999/p van het mate- | Lionotus zelden 

riaal hieruit bestaande| yorticella zeer zelden 
Scenedesmus zelden 
Chlamidomonas zelden Amoebe. 
Pteromonas zelden Euglypha (leege na lang zoeken 
Eudorina zelden schalen) 
Kieselalgen. Crustaceén. 
Fragillaria + 99%» van het mate- | Bosmina soms met de loupe 

riaal hieruit bestaande | Ostracoda { te zien 
Melosira “ 
Navicula Rotatoria. 
Nitzschia Rotiver na lang zoeken 
Surirella Brachionus * 
Cymbella 


Op een paar ge- Wormen. 


Diatoma vulgare zichtsvelden één 

Synedra : exemplaar hiervan Dorylaimus stagnalis |) na een paar ge- 
Stenopterebia (jonge). zichtsvelden één 
Stephanodiscus Strongylus larve? exemplaar hiervan 
Pleurosigma 

Cocconeis 

Sprongilla zelden 

Bacillaria paradoxa zeer zelden 

Flagellaten 

Bodo minimus soms in elk gezichts- 

Bodo globosus veld een exemplaar 

Euglena zeer zelden 

Astasia distorsa zelden 

Synura zeer zelden 


LITERATUUR.,. 


H. Beger en E. Beger: Biologie der Trink- und Brauchwasser. Anlagen. 
S. R. Damon: Foodinfections, etc. 

P. C. Flu: Mededeeling van den B.G.D. 1922. 

Carl Fliigge: Grundriss der Hygiene. 

Aug. Gartner: Hygiene des Wassers. 

R. Kolkwitz: Tropische Algenbestande und ihre Entwicklungsbe- 
dingungen. 


Aa kwon 


he 
8. 
Up 
10. 
Wik 
12. 


eae 


a 


131 


G. P. Mom: De Waterstaats-Ingenieur, No. 9—1929. 
Fr. Oltmanns: Morphologie und Biologie der Algen. 
E. Senft: Mikroskopische Untersuchung des Wassers. 
M. F. Stein: Waterpurification plants etc. 

J. C. Thresh: Examination of Waters etc. 

Turner en Goldsmith: Sanitation in India. 


OST O's. 


Zandkorrels met detritus massa van een verstopt filter. 

Zandkorrels nog zonder detritus massa van een schoongemaakt filter. 
Oppervlak van een drooggelegd filter met vele gaten door de visscthen 
veroorzaakt. 

Filtervlies voor + 99% uit pediastrum bestaande. 

Filtervlies voor + 99% uit tragillaria en melosira en een paar exem- 
plaren van closterium(?) bestaande. 

Bosmina. 


Verschillen tusschen geinactiveerd en ongein- 
activeerd Serum van Gezonden en Zieken 


DOOR 


Dr. G. J. v. d). BOVENKAMP en W. H. KISJES. 


Voor eenigen tijd deelden wij mede, hoe het mogelijk is het 
serum van kankerlijders te onderscheiden van het serum van 
andere zieken en van gezonden’). 

In het kort komt deze methode hierop neer, dat de hoeveel- 
heid eiwit welke uitvlokt door het reagens propionzuur-natrium- 
chromaat in geinactiveerd serum, vergelekem wordt met de 
hoeveelheid uitgevlokt eiwit in overwarmd serum door een 
gelijke hoeveelheid reagens van dezelfde concentratie. 

De quotienten dezer hoeveelheden (hoeveelh. neerslag in 
geinactiv. serum: hoeveelh. neerslag in ongeinactiv. serum) bij 
stiigende hoeveelheden reagens vormen bij gezonden steeds 
getallen <1, bij zieken, niet Ca.-lijders, kunnen deze getallen 
tot 1 naderen en ten slotte > 1 worden, terwijl bij kankerlijders 
deze getallen al dadelijk bij geringe concentratie verhooging 
van het reagens > 1 worden. 

Op het verschil in reactie bij kanker en andere ziekten 
zullen wij hier niet nader ingaan, wel op het verschil tusschen 
het serum van gezonden en zieken in het algemeen. 

Dit verschil komt bij gebruikmaking van ons reagens 
propionzuur-natriumchromaat, vooral tot uiting in het gein- 
activeerde serum, en wel met dien verstande, dat bij gezonden 
de uitvlokking in het geinactiv. serum bij veel hooger reagens- 
concentratie aanvangt, dan bij zieken. 

Dit is een constant verschijnsel, terwijl de uitvlokking in 


1) Ned. Tijdschrift v. Geneesk. 1933 nr. 20 blz. 2319. 
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het onverwarmde serum bij zieken en gezonden weinig verschil 
vertoont, welk verschil dan nog van wisselenden aard is. 

Men zou zich kunnen voorstellen, dat in serum van ge- 
zonden een stof voorkomt, die door verwarming geactiveerd 
woldt en dan de uitvlokking remt. 

Deze ,,remmende stof” zou dan in ziek serum ontbreken, 
althans in mindere mate aanwezig moeten zijn. 

Echter zou evengoed de conclusie gewettigd zijn, dat in 
ziek serum een stof zou voorkomen, die eveneens door ver- 
warming geactiveerd, de uitvlokking zou bevorderen. 

Deze, dus pathologische stof, zou dan in gezond serum 
natuurlijk afwezig zijn. 

En al zou er voor de eene hypothese meer te zeggen zijn, 
dan voor de andere, dan nog ware men in het wezen der ge- 
beurtenissen maar weinig verder doorgedrongen. 

Het was dus noodzakelijk langs experimenteelen weg meer 
gegevens te verzamelen. 

Door het werk van Lecomte du Noiiy van recenten datum, 
zijn een aantal physisch-chemische verschillen bekend ge- 
worden tusschen onverwarmd en op verschillende temperaturen 
verwarmd serum’). | 

Het bleek dat er voor elk serum-soort een critische tem- 
peratuur bestaat, die gelegen is voor de verschillende sera, 
tusschen 55° en 58°. Overschrijden dezer critische temperatuur 
brengt een aantal irreversibele veranderingen teweeg, die het 
gevolg zijn van een hydratatie van het eiwit molecuul. Voor 
deze physisch-chemische beschouwingen is het scherpe onder- 
scheid tusschen diverse globulinen en albuminen van minder 
beteekenis dan de kennis van de hydratatie en van de grootte 
van het eiwitdeeltje. Men zou dan ook in navolging van du Noiiy 
van het ,,serummolecuul” (molecul proteino-lipidique) kunnen 
spreken, temeer, waar hij het bewijs geleverd meent te hebben, 
dat het onverwarmde serum als een moleculaire oplossing be- 
schouwd moet worden. 

Verwarming boven de critische temperatuur, voert de 


2) Lecomte du Noiiy. Annales de I’Inst. Pasteur. 42, 742 (1928); 43, 749 
(1929); 44 109 (1930); 47 (1933). 
Comt. rend. Soc. Biol. 101, 359 (1929); 104, 146, 289, 377 (1930); 106 352 


(1931). 
Science 72, 224 (1930); 73 595 (1931). Arch. de I’Inst. prophylact. 1933. 


134 


moleculaire oplossing deels over in een colloidale. Er zijn dus 
door du Noiiy talrijke bijzonderheden van geinactiveerd serum 
bekend geworden (viscositeit, geleidingsvermogen, dispersie, 
linksdraaiing), bijzonderheden die allen in meer of mindere mate 
hun oorzaak vinden in een hydratatie der eiwitten, en die het 
verschil in uitvlokking tusschen verwarmd en onverwarmd 
serum voldoende motiveeren kunnen. In plaats van in het 
gezonde serum een hypothetische ,remmende stof” aan te 
nemen, ligt het veeleer voor de hand de oorzaak der remming 
in een structuurverandering der verwarmde serummoleculen 
te zoeken, vooral immers, waar het bestaan dezer structuur- 
verandering bewezen is. 

Daar du Noiiy uitsluitend met het serum van dieren 
experimenteerde, stelden wij nog enkele proeven in met normaal 
menschen serum, welke proeven de uitkomsten van du Noiiy 
bevestigden. 

Tevens werden bepalingen verricht met sera van zieken, 
teneinde gegevens te verzamelen, die wellicht eenig licht 
zouden kunnen werpen op het chemisme der chromaat-prop.- 
zuurreactie. Waar deze reactie bij kanker sterk positief ver- 
loopt, namen wij ook voor de thans in te stellen proeven een 
aantal kankersera ter vergelijking met sera van gezonden. 

Du Noiiy had 0.a. gevonden, dat de viscositeit van op 56° 
verwarmd (konijnen)serum, na afkoeling grooter is dan védér de 
verwarming, en verklaarde dit door een irreversibele hydratatie 
der ,,serummoleculen”. 

Wij maten de viscositeit van verwarmd- en onverwarmd 
ziek en gezond menschen-serum, en maakten gebruik van een 
viscosimeter volgens Ostwald, met een doorloop-tijd voor 
water van 511,8 sec. bij 20°; inhoud 2 cc. 


Relatieve Viscositeit bij 20°. 


Onverwarmd Verwarmd (% uur op 56°) 
gezond ziek gezond ziek 
Lizo 1,783 1,787 1.828 


Uit deze getallen blijkt een toename der viscositeit voor 
geinactiveerd serum, zij het ook een geringe toename. Dit is 
geheel in overeenstemming met hetgeen du Noiiy voor dieren- 
serum vond, 

Voorts blijkt uit bovenstaande getallen, dat het serum van 
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kankerlijders, zich wat de toename der viscositeit aangaat, ge- 
heel gedraagt als serum van gezonden, dus ook, wat de toe- 
name der hydratatie aangaat. Op de hieruit te maken gevolg- 
trekking komen wij hieronder terug. 

De volgende vraag was eerst: Is inderdaad de viscositeits- 
toename het gevolg van een hydratatie toename? Zoo ja, dan 
zou dit moeten blijken uit een toename van het alcoholgetal, 
immers waar de uitvlokking van eiwit door alcohol berust op 
een dehydratatie, is het duidelijk, dat een gehydrateerd eiwit 
méér alcohol behoeft voor uitvlokking dan een niet-gehydra- 
teerd eiwit. De onderstaande tabel geeft een overzicht van de 
uitkomsten bij een gezond- en een ziek(kanker)-serum. 

De bepalingen vonden allen plaats in Jena-buisjes op de 
bekende wijze gereinigd door chroomzuur, gestoomd en bij 120° 
gedroogd. 

De troebeling werd na 1 uur afgelezen en als volgt ge- 
kwalificeerd: helder —, nauwelijks eenige troebeling <, eenige 
troebeling +, troebel +, enz. Door de buisjes door schuin door- 
vallend lamplicht te beschouwen, kon de troebelingsgraad met 
vrij groote nauwkeurigheid vergeleken worden. 


Bepaling alcoholgetat. 


Alcohol in % Onverwarmd Verwarmd (% uur op 56°) 
gezond ziek gezond ziek 
30 x x — — 
Bo az <2 < > 
40 Ale e cs hs 
45 qt ++ + + 
50 uitvl. uitvl. sar ea 


Inderdaad blijkt uit deze tabel, dat voor verwarmd serum 
een hooger percentage alcohol noodig is, voor een bepaalde 
mate van troebeling, dan voor onverwarmd serum, waarmede 
dus de hydratatie-theorie van du Noiiv als bewezen beschouwd 
kan worden. Tevens valt weer op te merken, dat er tusschen 
ziek en gezond serum, wat hydratatie door verwarming betreft, 
geen verschil aan te toonen is. 

Waar er nu speciaal in verwarmd serum een zoo groot ver- 
schil tusschen ziek en gezond met de chromaat-prop. zuur- 
reactie geconstateerd wordt, is de gevolgtrekking voor ons van 
belang, dat er behalve de hydratatie nog een andere ingrijpende 
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verandering plaats vindt met het serumproteine, als gevolg van 
verwarming op 56°. 

Zooals vanzelf spreekt, was de volgende stap te trachten 
op te sporen, welke deze andere verandering zou kunnen zijn. 

Waar het bekend is, dat in het serum van zieken als regel 
meer globulinen aanwezig zijn, dan in dat van gezonden, gingen 
wij eerst na of wellicht de verwarming de uitvlokking van 
globulinen in ziek en gezond serum verschillend beinvloedt. De 
uitvlokking werd bewerkt, door het serum met aqua bidestill. 
te verdunnen. 

Er werd van een constante hoeveelheid 2,5 cc. water uit- 
gegaan, waaraan een opklimmende hoeveelheid serum werd 
toegevoegd. Aflezing na 1 uur. 


Troebeling door verdunning. 


2,5 cc. aqua bidest. Onverwarmd Verwarmd (% uur op 56°) 
serum in cc. gezond ziek gezond ziek 
0,05 oe = — = 
0,1 = cont ie a 
0,15 a a sees mae 
0,2 a a omen — 
0,25 8 me — ne 
0,3 a + =e a 


Ten eerste blijkt, dat er geen verschil is tusschen ziek en 
gezond serum. Ten tweede blijkt dat bij verwarmd serum de 
troebeling pas bij hoogere serumconcentratie begint dan in on- 
verwarmd serum. Ten derde blijkt de troebeling toe te nemen 
bij concentratieverhooging van het serum. Dit beteekent even- 
zeer een toenemende troebeling bij toenemende electrolytcon- 
centratie. In het algemeen blijkt hieruit, dat het niet juist is te 
spreken van globuline-uitvlokking door electrolytverdunning, 
maar dat men beter doet te spreken van globuline-uitvlokking 
door verandering van electrolytconcentratie. 

Het verschil in troebeling tusschen onverwarmd en ver- 
warmd serum, voert tot de gevolgtrekking, dat het globuline- 
deel, hetwelk de troebeling veroorzaakt, middellijk of onmiddel- 
lijk bij het inactiveeringsproces betrokken is. Onmiddellijk, door 
verandering in het globuline deeltje zelf (bijv. door hydratatie), 
middellijk, tengevolge bijv. van veranderde electrolytconcen- 
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tratie. Terloops zij opgemerkt, dat deze uitkomsten in overeen- 
stemming zijn met hetgeen du Noiiy vond bij paarden-serum. 

Waar hier nu verschillende mogelijkheden bleven bestaan, 
lag het voor de hand te trachten na te gaan of misschien op 
andere wijze iets blijken zou betreffende een eventueele ver- 
anderde electrolytconcentratie in verwarmd serum. Du Noiiy 
had dit reeds gedaan door middel van het geleidings-vermogen 
te bepalen in onverwarmd en verwarmd serum. 

Volgens de Noiiy verandert het geleidingsvermogen niet 
door inactiveering, mits de bepaling in verdund serum ge- 
schiede. Om hieruit een constant blijven der electrolytconcen- 
tratie te besluiten zooals hij deed, leek ons ongeoorloofd, daar 
het hier om zéér geringe afwijkingen gaat, te gering, om invloed 
op het geleidingsvermogen waarneembaar te kunnen maken. 

Eén der meest gevoelige media voor electrolyten is wel het 
goudsol, en hiervan bedienden wi} ons om eventueele verande- 
ringen in electrolytconcentratie door inactiveering na te gaan. 

Een stabiele roode goudsol werd gemaakt volgens Tem- 
minck—Croll *) de pH er van bedroeg 7,4; alle reacties werden 
in Jena-glas uitgevoerd. De aflezing vond plaats na 1 uur, er 
was dan een duidelijke troebeling en eenige kleuromslag te 
zien, na 24 uur was de aflezing minder gemakkelijk. Evenals bij 
de verdunningsproeven werden de bepalingen zoowel voor ge- 
zond serum, als voor sera van zieken (carcinoom-lijders) 
verricht. 


Goudsol-reactie. 


2.5 cc. goudsol Onverwarmd Verwarmd (% uur op 56°) 
serum in cc. gezond ziek gezond ziek 
0,05 a8 = ea at: 
0,1 a a: —_ fe 
0,15 my ae ae — 
0,2 stick ae + a 
0,25 saat ay “i = 
0,3 ++ + ++ + 


Uit deze tabel bliikt: ten eerste, 
een verwarmd serum, hetzii ziek of gezond, moet in grooter 


*) Chem. Weekblad 13. 617 (1916). 
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concentratie aanwezig zijn om in goudsol troebeling te ver- 
wekken, dan een onverwarmd serum. 

ten tweede: deze concentratieverhooging is voor ziek ver- 
warmd serum belangrijk grooter dan voor gezond verwarmd 
serum. 

Waar nu de in goudsol optredende troebeling voornamelijk 
aan electrolytinwerking moet worden toegeschreven, komt men 
tot de conclusie, dat in verwarmd serum meer electrolyten 
gebonden zijn, dan in onverwarmd serum, en dat in ziek serum 
(in casu kankerserum) na inactiveering weer meer electrolyten 
gebonden zijn, dan in gezond serum na inactiveering. Hier 
vinden wij dus een verschil tusschen verwarmd ziek en gezond 
serum, in denzelfden zin als wij dit vinden door toepassing der 
chromaat-propionzuurreactie. 

Waar het, zooals hierboven uiteengezet werd, onmogelijk 
is deze reactie te verklaren door hydradatie-toename der 
proteinen, of juister gezegd door verschillen in hydradatie- 
toename tusschen ziek en gezond serum, dan blijft toch de 
mogelijkheid bestaan dat de reactie in wezen berust op een ver- 
meerderde electrolytbinding in ziek serum, welke wij middels 
het goudsol aantoonden. 


Samenvatting. 


De door Lecomte du Noiiy gevonden hydratatie-toename 
der proteinen in dierlijk-serum door verwarming, geldt ook 
voor menschen-serum. 

Verschillen in verwarmingshydratatie tusschen zieken en 
gezonden werden niet gevonden. 

Door middel van een goudsolreactie werd in verwarmd 
gezond serum een geringe afname van electrolyten aangetoond, 
in verwarmd ziek serum een veel sterker afname. Deze afname 
kan een gevolg van een grooter bindingsvermogen door 
proteinen zijn, bijv. ten gevolge van een verhoogde ,,Schutz- 
wirkung”, in geinactiveerd serum. 

Het is mogelijk de chromaat-propionzuurreactie te ver- 
klaren, door de aangetoonde verschillen in bindingsvermogen 
der proteinen voor electrolyten, in ziek en gezond serum. 


Utrecht, Oct. 1933. 


Van Oyen, La méthode Loewenstein appliquée 
au sang des bovidés. Acta Veterinaria Neer- 
landica, Tome J, fascicule III (1934). 


DOOR 


Dr. A. CLARENBURG. 


In deze publicatie wordt door Van Oyen een uitvoerige 
uiteenzetting gegeven van de onderzoekingen, welke onder zijn 
leiding door Bosgra en van Endt zijn verricht, ter beantwoor- 
ding van de vraag of met behulp van de methode Loewenstein 
in het bloed van tuberculeuse runderen tuberkelbacillen kunnen 
worden aangetoond. 

Bij het onderzoek van halsaderbloed van 13 runderen met 
hevige tuberculose, leverden zoowel de kweekproeven als de 
entingen bij caviae een volledig negatief resultaat op. Van één 
rund werd uitsluitend een cavia-proef verricht met bloed uit 
een vena jugularis; deze proef had een positief verloop. 

Een aantal proefdieren (2 konijnen, 2 caviae en 3 kalveren) 
werden kunstmatig met een groote hoeveelheid bovine tuberkel- 
bacillen besmet. Van de caviae werd uitsluitend na den dood 
het bloed uit het rechterhart door middel van de kweekproef 
onderzocht en wel met positief resultaat. Van de konijnen en 
kalveren werd bovendien op verschillende tijdstippen het bloed 
uit een oorader, resp. uit een vena jugularis cultureel onder- 
zocht, waarbij enkele malen tuberkelbacillen konden worden 
gekweekt. Bovendien konden in het vleesch der 3 proefkalveren 
tuberkelbacillen worden aangetoond. 

Na dit positieve resultaat bij kunstmatig besmette proef- 
dieren werd halsaderbloed van spontaan tuberculeuse runderen 
(het aantal wordt niet opgegeven) door middel van de kweek- 
proef onderzocht ,echter steeds met negatieve uitkomst. 

Het gelukte bij 2 runderen met o.m. een hevige tuberculeuse 
mastitis, in de ,,melkader” (Vena abdomina subcutanea), welke 
het bloed van den uier afvoert, in het geheel 3 maal tuberkel- 


140 


bacillen langs cultureelen weg aan te toonen. Bij een dezer 
dieren werden eveneens na den dood tuberkelbacillen in het 
rechterhart gevonden. 

Een oordeel omtrent de waarde der methode Loewenstein 
voor bloedonderzoek bij tuberculeuse runderen kan op grond 
van bovenvermelde onderzoekingen niet worden gegeven, te- 
meer waar v.n. hevig tuberculeuse dieren werden onderzocht 
en vele der positieve resultaten met onbehandeld bloed (dus niet 
verwerkt volgens de methode Loewenstein) zijn verkregen. 

Volgens Van Oyen is de methode Loewenstein even nauw- 
keurig als de caviaproef en kan deze laatste proef door de 
eerstgenoemde kweekmethode worden vervangen. Deze _ uit- 
spraak berust slechts op het onderzoek van enkele bloed- 
monsters, waaronder slechts één tuberkelbacillen bleek te 
bevatten. Dit positieve monster gaf slechts op één van de 6 
geénte voedingsbodems groei van tuberkelbacillen te zien en 
wel eerst na 119 dagen, terwijl beide met dit bloed geénte caviae 
tuberculeus werden. Het is zonder meer duidelijk, dat genoemde 
utispraak zeer lichtvaardig is gegeven en als van geen 
beteekenis moet worden geacht. 

Bij de bespreking der literatuur ocfent Van Oyen kritiek 
uit op de onderzoekingen van Eidher, die van tuberculeuse 
runderen 3 maal een positieve bloedcultuur verkreeg. (Hierbij 
was de haemolyse van het onderzochte bloed met behulp van 
gedestilleerd water opgewekt. Het is niet duidelikk waarom deze 
methode niet door Van Oyen is toegepast, temeer waar hij zich 
ongunstig uitlaat over den invloed van het door hem gebruikte 
azijnzuur). Met deze culturen waren caviae intraperitoneaal 
geént, waarop deze dieren na 3 weken gegeneraliseerde tuber- 
culose vertoonden. ‘Volgens Van Oyen is de waarde dezer 
onderzoekingen twijfelachtig, aangezien geen enting in serie 
bij caviae werd verricht. Deze kritiek acht ik onjuist. Het is 
opmerkelijk, dat Van Oyen bij zijn eigen onderzoekingen deze 
serie-enting evenmin heeft toegepast. 

Enkele malen werden door Van Oyen na7 dagen kolonies 
van tuberkelbacillen op de geénte voedingsbodems waar- 
genomen. De vraag rijst, in verband met den langzamen groei 
van bovine tuberkelbacillen, of hier wel tuberkelbacillen in het 
spel waren, vooral waar deze culturen niet met behulp van de 
cavia-proef werden onderzocht. 


(Uit het Laboratorium voor Gezondheidsleer der Universiteit van 
Amsterdam, Directeur Prof. Dr. J. J. van Loghem). 
a ———E————— eee 


Bacillus alcalophilus n. sp.; 


benevens enkele ervaringen met sterk alcalische voedingsbodems. 


DOOR 


Dr. A. VEDDER. 


Privaat-docent. 


In een vroegere mededeeling in dit tijdschrift heb ik te- 
zamen met Dr. W. van Dam aangetoond, dat de rijping en 
electiviteit van de alcalische voedingsbodems voor het isoleeren 
van cholera- en andere vibrionen (Dieudonné-plaat, enz.) 
samenhangt met de pH dier platen’). De pH konden wij zeer 
nauwkeurig electrometisch bepalen met behulp van een zelf- 
vervaardigd toestel*), dat slechts in onderdeelen van de ge- 
bruikelijke afwijkt, en waarbij slechts brokies voedingsbodem 
van enkele mM’ oppervlakte uit de platen behoeven te worden 
gesneden, zoodat de voedingbodem hierbij niet verloren gaat. 
Het bleek, dat op die platen, indien zij beént waren met faeces 
of suspensies van stammen, geen micro-organismes groeiden, 
indien de pH hooger was dan ca. 9.6. Was deze lager dan ca. 9, 
dan konden allerlei micro-organismes zich op de platen ontwik- 
kelen (0.a. B. coli). Lag de pH tusschen ca. 9 en ca. 9.6 dan 
groeiden alleen vibrionen (0.a. V. cholerae); bij iets boven pH 
ca. 9 ook B. alcaligenes en B. pyoceaneus. 

Bij een pH van ca. 9.6 kan men derhalve electief 
choleravibrionen uit faeces kweeken. Uitgaande van deze 
waarnemingen overwogen wij toen, of het niet zou ge- 
lukken op eenvoudige wijze voedingsbodems van deze pH 
samen te stellen, waarop dan vibrionen electief zouden kunnen 
worden geisoleerd. Hierin zijn wij inderdaad geslaagd *) en de 

1) Ned. Tijdschr. v. Hyg. Microbiol. en Serolog. 7, 2, 147 (1932). 


2) Recueil der Travaux chimiques des Pays-Bas 51, 7/8, 812 (1932). 
8) Ned. Tijdschr. v. Hyg. Microbiol. en Serolog. 7, 3, 197 (1932). 
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twee door ons aangegeven voedingsbodems bleken wel de voor- 
deelen der Dieudonné-plaat, doch niet de nadeelen te bezitten. 
Zij ziin snel en gemakkelijk te bereiden uit ingrediénten, die 
overal in voorraad kunnen worden gehouden; zij zijn onmiddel- 
liik rijp en electief en geven een goeden groei van vibrionen. 

Deze voedingsbodems zijn een haemoglobine-kaliloog- 

glycocoll-peptonagarplaat (,,glycocoll-plaat”) en een kalium- 
carbonaat-kaliumbicarbonaat-haemoglobine-peptonagarplaat 
(,,carbonaatplaat’”) van nog nader te herhalen samenstelling. 

De eerstgenoemde plaat (,,glycocoll-plaat”) is door Dooren- 
bos getoetst op haar bruikbaarheid voor de praktijk. Het ge- 
lukte hem in 1933 te Tor met deze plaat op ca. 1900 faeces- 
monsters van pelgrims 9 & een stam van Vibrio El Tor te 
isoleeren tegen in 1932 met de oude methode 2 stammen op ca. 
20.000 faeces-monsters. De ,,Conseil sanitaire maritime et 
quarantinaire d’Egypte” verklaart dan ook *); ,,en utilisant ce 
milieu électif, nous avons obtenu des resultats excellants”. 

Deze gunstige uitkomsten in de praktijk en ook andere 
overwegingen, brachten ons er toe om te beproeven thans ook 
een electieve aankweekvoedingsbodem voor cholera-vibrionen 
te vinden. 

Thans wordt voor het aankweeken van vibrionen meestal 
gebruikt peptonwater (soms iets alcalisch gemaakt). Bevat de 
verdachte faeces weinig vibrionen, dan gelukt het vaak door 
een peptonwatercultuur in te schakelen en deze dan op platen 
uit te zaaien, die vibrionen toch te isoleeren; wordt dadelijk op 
platen uitgestreken dan blijft de kweek negatief. 

Uitgaande van bovenstaande waarnemingen, dat bij pH ca. 
9.6 — of iets lager — V. cholerae electief groeit, andere faeces- 
bacterién niet, overwogen wij of het bij die pH niet ook in 
vloeibaar milieu zou gelukken de vibrionen electief aan te 
kweeken. Weliswaar zou bij die hooge pH de groei der vibrionen 
minder goed zijn dan bij iets lagere, waarbij de groei optimaal 
is, doch in bepaalde gevallen zou het voor het routine- 
laboratorium van voordeel kunnen zijn om uit vibrionen-arme 
faeces sneller dan op andere wiizen mogelijk is, een zuivere 
kweek van vibrionen te verkrijgen. 

Bij het uitwerken van dit denkbeeld hebben zich enkele 
moeilijkheden voorgedaan, die wij hier zullen bespreken. 


*) Rapport sur le pélerinage au Hediaz 1933, blz. 42. 


143 


1. Het recept voor de ,,glycocoll-plaat” luidt kort samengevat: 

1 Gram haemoglobine wordt opgekookt met 20 c.c. 0.2 N KOH; na 
afkoelen wordt toegevoegd 120 mGr. glycocoll en 80 c.c. peptonagar, de 
pH is dan onmiddellijk na het bereiden iets onder pH ca. 10, dus is de plaat 
dadelijk rijp en electief. 

Wordt echter in dit recept de peptonagar vervangen door peptonwater 
dan is de pH veel hooger (pH ca. 12)! Ergo heeft hier de agar invloed op 
de pH. De veelvuldig geuite meening, dat men een gebufferde oplossing 
met agar mag verdunnen zonder dat de pH verandert, geldt dus niet in dit 
geval. De reden hiervan willen wij in het midden laten (onvoldoende 
buffering, absortie van positieve ionen aan de agar-deeltjes, werking van 
de agar als zuur, enz.). Het spreekt van zelf, dat dit ,,haemoglobine-kaliloog- 
glycocoll-peptonwater” door de te hooge pH ongeschikt is voor het aan- 
kweeken van vibrionen: bij die hooge pH groeit immers niets. 

Betere resultaten verkrijgt men, indien in de kaliumcarbonaat-kalium- 
bicarbonaat-haemoglobine-peptonagar de peptonagar vervangen wordt door 
peptonwater. De bereiding dezer ,,carbonaatplaat” geschiedt als volgt: 

4 c.c. K?COs (69 Gr. per Liter), 1 c.c. KHCOs (50 Gr. per Liter), 1 Gram 
haemoglobine worden samen gewreven in een mortier, vervolgens wordt 
10 c.c. gedestilleerd water en 35 c.c. peptonagar toegevoegd. Voor het be- 
reiden van den vloeibaren voedingsbodem wordt de peptonagar vervangen 
door peptonwater. De vloeistof wordt afgetapt in buisjes (5 c.c. per buisje). 
De pH is dan ca. 10. 

In dezen voedingsbodems groeien de vibrionen goed; andere faeces- 
bacterién niet. Dit is ook het geval indien in dezen voedingsbodem het 
haemoglobine wordt weggelaten. Dan worden onmiddellijk de 4 c.c. K2COs, 
1 c.c. KHCO:, 10 c.c. gedestilleerd water en 35 c.c. peptonwater gemengd 
en in buizen afgetapt (voortaan aan te duiden als ,,alcalisch peptonwater’’). 
In hoeverre deze voedingsbodems echter voor het electief aankweeken van 
vibrionen voor het routine-laboratorium van voldoende nut zijn, zullen wij 
later berichten. 


Hier zullen wij slechts kort mededeelen, dat wij bij deze 
aankweekproeven op een nieuw micro-organisme of op een 
nieuwe groep van micro-organismes gestuit zijn. 

Wordt namelijk een suspensie van faeces van een wille- 
keurig individu geént in een buisje met bovengenoemd alcalisch 
peptonwater of alcalisch haemoglobine-peptonwater (pH = ca. 
10) dan ontstaat hierin soms groei. Wordt hiervan afgeént op de 
bovenbesproken alcalische cholera-voedingsbodems, dan ontstaan 
kolonies van Gram-positieve staaf-bacterién die soms sporen 
bevatten. Was de faeces eerst in gewoon peptonwater geént en 
daarna op alcalische platen, dan is er geen groei. Evenmin 
indien de suspensie dadelijk op de alcalische platen was uit- 
gestreken. Ergo is deze sporevormer electief in het alcalisch 
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peptonwater aangekweekt en komt deze bacil in een zoo geringe 
hoeveelheid in faeces voor, dat deze niet dadelijk op een 
alcalische plaat kan worden geisoleerd: Voor het onderzoek 
op vibrionen van faeces geeft deze bacil in de praktijk dus nooit 
moeilijkheden. - 

De bijzondere eigenschap dezer microbe is nu, dat het met 
gelukt om ze over te enten op voedingsbodems, van ,,zewone” 
pH (pH =7) als bloedagar, bouillonagar, bouillongelatine, choco- 
ladeagar, peptonwater, bouillon, suikerpeptonlakmoeswater, enz. 
doch wel op die voedingsbodems, indien hun pH met behulp van 
een K:CO;-KHCO:-mengsel (4 c.c. K:CO:, 1 c.c. KHCO; op 50 
c.c. voedingsbodem) op pH = ca. 10 is gebracht. De stam groeit 
dan zeer goed op alcalische bouillonagar, alcalische bouillon- 
gelatine, alcalische bloedagar, enz. doch niet op ,,gewone” 
bouillonagar, enz. Deze bacil is dus sterk alcalophiel. 

Door verscheidene stammen te laten groeien in buisjes 
peptonwater, die door verschillende hoeveelheden van een 
K:CO:-KHCO:;-oplossing op verschillende pH waren gebracht, 
bleek ons, dat voor versch geisoleerde stammen de pH’s der 
groeizone liggen tusschen ca. 8.6 en ruim 10. Daar de ,,mini- 
male” pH reeds hoog ligt, — hooger dan die der meeste 
voedingsbodems —, is het begrijpelijk dat dergelijke stammen 
vroeger nooit geisoleerd zijn. Ons althans zijn zij uit de 
literatuur niet bekend. 

Wat de eigenschappen van den bacil betreffen: 

De bacil is Gram-positief, in oude kweeken wordt de bacil of een deel 
Gram-negatief. De lengte is ongelijk, evenzeer de doorsnee; draadvorming 
komt voor. Indien een spore wordt gevormd ligt deze excentrisch-subter- 
minaal; in oude bacillen puilt het bacterielichaam daar ter plaatse uit 
(knotsvorm); in jonge sporedragende bacillen niet (zie fig. I). 

De kolonies op alcalische voedingsbodems zijn vrij groot, rond, 


plateauvormig, gelijkmatig, glad, glanzend (fig. II) met vaak een donker 
centrum (fig. III). 

In vloeibaar alcalisch milieu is de groei gelijkmatig troebel, zonder 
neerslag of vlies: De bacil is zwak beweeglijk (alcalische peptonwater- 
cultuur); indol wordt in dezen voedingsbodem niet gevormd. Alcalische 
gelatine wordt vervloeid, op ,gewone” bouillon-gelatine is geen groei. In 
alcalisch suikerpeptonlakmoeswater wordt geen zuur gevormd. (Geen 
titrimetrische of electrometrische verandering der pH). 

Op de bovengenoemde cholera-platen (glycocoll’-plaat, ,,carbonaat’- 
plaat) is goede groei en wordt het haemoglobine evenals door vibrionen 
proteolytisch gesplitst (haemodigestie). Op Dieudonné-platen groeit hij ook, 
indien deze nog versch zijn. 
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De kascommissie, bestaande uit Dr. Den Dooren de Jong 
en Dr. Folpmers, deelt bij monde van laatstgenoemde mede, 
dat zij de boekhouding van de penningmeesteres heeft onder- 
zocht en volkomen in orde bevonden; zij stelt daarom voor de 
rekening en verantwoording goed te keuren. Onder dank aan 
Dr. De Wolff voor het gevoerde beheer, wordt aldus besloten. 


Begrooting voor 1934. 


De inkomsten en uitgaven over 1934 worden als volgt 
geraamd: 


Inkomsten. Uitgaven. 
Bijdrage 118 leden f 1180.— Tijdschrift f 975.— 
Rente » 63— Prof. De Jong-Stichting ,, 50.— 
Biologische Raad » 25.— 

Onkosten secretaris »  90.— 

Onkosten penn.meesteres ,, 10.— 

2 vergaderingen » 100.— 

Onvoorzien » 33— 

f 1243.— f 1243.— 


De begrooting geeft geen aanleiding tot opmerkingen. 


Wintervergadering. 


Besloten wordt de eerstvolgende vergadering te houden 
op Zaterdag 10 November a.s. te Utrecht en hiervoor gastvrij- 
heid te vragen bij Prof. Van Oyen. 


Wetenschappelijk gedeelte. 


Dr. H. A. Diddens houdt een voordracht over: De schim- 
mels, die onder den naam ,,Monilia Gmelin” bekend zijn. 

Deze voordracht wordt in haar geheel in dit tijdschrift 
opgenomen. 


Bespreking. 


Prof. Kluyver acht het rationeel om een systematiek vooral 
te baseeren op biologische kenmerken. Hij hecht hieraan meer 
waarde, dan spreekster wel heeft doen uitkomen. 

De Heer Botman merkt op, dat oude stammen een andere 
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suikervergisting hebben. Hij vraagt, of dit alleen berust op ver- 
lies van eigenschappen dan wel of oude stammen in staat zijn 
ook suikers te gaan vergisten, die zij in een jonger stadium niet 
konden aantasten. 

Spreekster zegt, dat haar het verschil in vergistingsver- 
mogen tusschen jonge en oude stammen bekend is; persoonlijk 
heeft zii dit niet onderzocht. Door deze wetenschap is het zaak, 
voorzichtig te zijn bij het maken van gevolgtrekkingen. 


Dr. T. Folpmers spreekt over: Het verdwijnen van phenolen 
(phenolachtige stoffen) in de natuur door bacteriewerking. 

Deze voordracht wordt in haar geheel in dit Tijdschrift 
opgenomen. 


Besprekineg. 


Dr. Den Dooren de Jong vraagt tot welke soort de coccen 
behooren, die werden afgezonderd. 

Spreker antwoordt, dat zij van verschillende grootte zijn 
en de gelatine vervloeien. Bijzondere kenmerken hebben zij niet. 

Prof. Kluyver vraagt hoe het komt, dat men toch de toe- 
vlucht heeft moeten nemen tot de geactiveerde kool en of men 
Duitschland wel uitsluitend aansprakelijk moet stellen voor de 
aanwezigheid van bedoelde stoffen in het water. 

Spreker zegt, dat de bacteriewerking in het filtratieproces 
nog niet voldoende tot stand komt om den reuk en den smaak 
volledig aan het water te onttrekken. Wat betreft de tweede 
vraag deelt spr. mede, dat de verontreiniging van het water 
na het verlaten van het Duitsch gebied van zeer ondergeschikt 
belang is, hetgeen hij heeft nagegaan. 

Op een vraag van Dr. Schlemper antwoordt spreker, dat 
men in Duitschland zelf ook last van dergelijke verontreiniging 
heeft; er ontstaan chloorphenolen en de visch wordt er oneet- 
baar door. In deze tijden loont het echter niet, de phenolen uit 
het afvalwater te halen. 


Prof. P. C. Flu houdt vervolgens een voordracht over: 
a. De bacteriophaag megatherium en b. De eigenschappen van 
den antipestphaag-Doelengracht. 
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Deze voordrachten worden in haar geheel in dit Tijdschrift 
opgenomen. 


Na deze voordrachten vindt eenige gedachtenwisseling 
plaats, met betrekking tot het al- of niet levend zijn en den aard 
van den bacteriophaag. 


Hierna wordt pauze gehouden voor het gebruiken van den 
koffiemaaltijd, welke in den tuin wordt opgediend. 


In de middagvergadering behandelt Dr. A. Vedder: Het 
mechanisme van de schadelijke werking van atmospherische 
zuurstoft op den groei van anaerobe bacillen. 


Deze voordracht wordt in haar geheel in dit Tijdschrift 
opgenomen. 


Dr. P. H. van Thiel spreekt daarna over: 

a. Het antagonisme tusschen Leptospira icterohaemorrha- 
giae en Leptospira pseudoicterogenes en 

b. De wijze van infectie bij de ziekte van Weil. 


a. Het antagonisme tusschen lI. icterohaemorrhagiae en 
|. pseudoicterogenes. 

In een mengcultuur, waarin de pathogene leptospira en de 
volkomen er op gelijkende saprophytische aanwezig zijn, gaat 
de eerste ten gronde. Daar Appelman dit slechts voor twee 
saprophytische stammen en het cultuurmedium volgens Korthof 
heeft aangetoond, werd dit onderzoek tot meerdere stammen 
en twee andere cultuurmedia uitgebreid. Het is gebleken, dat 
dit antagonisme tusschen beide leptospirasoorten zeker alge- 
meen bestaat, al bestaat er een groot verschil in het vermogen 
van saprophytische stammen om de pathogene te onderdrukken. 
Bij een Javaansche stam is dit vermogen vrij zwak ontwikkeld. 
Op grond van proeven moet aangenomen worden, dat het anta- 
gonisme vooral verklaard moet worden door het afscheiden 
door den saprophytischen stam ‘van bepaalde, voor den patho- 
genen stam schadelijke stoffen. Zoowel door dit antagonisme 
als door dat ten opzichte van bacterién moet het onmogelijk 
geacht worden om door middel van kweekproeven in vitro den 
verwekker van de ziekte van Weil in water aan te toonen. 
Slechts het dierexperiment komt hiervoor in aanmerking. 
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b. De wijze van infectie bij de ziekte van Weil. 

Men is het erover eens, dat leptospira icterohaemorrhagiae 
yowel door de huid, vooral wanneer deze beschadigd is, als 
yk door de slijmvliezen, ook door die van het spijsverterings- 
unaal v66r de maag, het menschelijk lichaam kan binnen- 
ringen; het is echter niet bekend, op welke wijze deze infectie 
>t meest en het gemakkelijkst plaatsvindt. Vooral heeft dit 
raagstuk beteekenis gekregen door de Weil epidemie te Lis- 
ibon, veroorzaakt door het drinken van besmet water. 

Teneinde een inzicht in deze leemte te verkrijgen, werd een 
untal proeven met caviae en wilde ratten verricht. Hieruit 
eek, dat, hoewel de mogelijkheid van besmetting door den 
iond wel bestaat, toch enkele millioenen pathogene kiemen 
yorgeslikt kunnen worden zonder dat het dier besmet behoeft 
‘worden. Veel gemakkelijker gaat de besmetting door de neus- 
yIte, terwijl dit eveneens met het oogslijmvlies het geval is. 

Het door den neus opgesnoven water biedt dus naar alle 
aarschijnlijkheid bij het zwemmen een grootere besmettings- 
ans dan het water, dat wordt ingeslikt. 


espreking. 


Prof. Schiiffner merkt op, dat er in de natuur in besmet 
yperviaktewater nooit zulke massa’s saprophytische leptospira 
orkomen als Dr. Van Thiel in zijn proeven heeft toegepast; 
j meent, dat, bij het onderdrukken der pathogene leptospira, 
> rol der saprophytische bacterién veel grooter is dan die der 
iprophytische leptospira. 

In het onderzoek is verder aangetoond, dat de besmettings- 
ins door de slijmvliezen grooter is dan die per os; dit zal ook 
de praktijk wel het geval zijn. Toch dient men er op te wijzen, 
it ook buiten aanraking met het water besmetting mogelijk is, 
oals is gebleken uit waargenomen besmetting onder labora- 
rium muizen en ratten. 


Als laatste, houdt Dr. A. Ch. Ruys, mede namens Prof. 
thiiffner, een voordracht over: De waarde van absorptie- 
oeven voor de serologische diagnose van_ verschillende 
ptospira infecties. 

Wordt voor de serodiagnostiek van de ziekte van Weil 
bruik gemaakt van met formaline gedoode cultures van 
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leptospira, dan ontstaat alleen agglutinatie, de lysis blijft ook 
in de hoogere verdunningen achterwege. De agglutinatie loopt 
dan nog tot in die verdunningen door, waarin bij gebruik van 
levende cultures door de lysis niets meer te zien is. De agglu- 
tinatie van de formalinecultures heeft in de praktijk de meest 
betrouwbare uitkomsten gegeven. Het is thans ook mogelijk 
door absorptie der agglutininen met behulp van formaline- 
cultures scheiding te maken in hoofd- en medeagglutinatie. Deze 
methode kan in moeilijke gevallen klaarheid geven omtrent het 
type van den ziekteverwekker. Het blijkt, dat ook in het begin 
van de ziekte van Weil een paradoxe serumreactie met ver- 
wante stammen kan voorkomen, analoog met waarnemingen 
bij febris typhoidea. . 


De vergadering. wordt vervolgens, te ruim half vier uur, 
met een woord van dank aan de gastvrouw, Prof. Westerdijk, 
en aan de verschillende sprekers, door den voorzitter gesloten, 
waarna de meeste aanwezigen nog eenigen tijd in den tuin bijeen 
blijven voor het gebruiken van de thee. 


De secretaris, 
H. J. VAN NEDERVEEN. 


’s-Gravenhage, Mei 1934. 


Schimmels bekend onder den naam Monilia *). 
DOOR 


HARMANNA A. DIDDENS. 


Het grootste deel van de organismen, die onder den naam 
Monilia bekend staan, draagt dien naam ten onrechte, voor- 
namelijk die gistachtige schimmels, die in de medische myco- 
logische handboeken gerangschikt worden onder de gisten 
zonder ascosporen, met mycelium en met spruitende cellen, 
de z.g. blastosporen. 

De stichter van het geslacht Monilia, Gmelin, 1791, en de 
verdere oudere onderzoekers, zooals Persoon en Fries, zullen 
bij hun te primitieve en simpele beschrijvingen van schimmels, 
die struikachtig vertakt waren en kettingen van conidién droe- 
gen, ook niet één schimmelgeslacht voor oogen gehad hebben; 
zij zullen niet vermoed hebben, welk een verwarring Monilia 
in de mycologie zou brengen. Deze mycologen met hun zeer 
eenvoudige microscopen en verdere hulpmiddelen konden dit 
niet beter doen. De eigenlijke schuld van de chaos in het ge- 
slacht Monilia is waarschijnlijk te zoeken bij een later onder- 
zoeker, die wel behoorlijk toegerust was voor mycologisch werk, 
n.l. Vuillemin, die de bekende mycologische indeelingen ge- 
maakt heeft, die juist door medische onderzoekers als leidraad 
gebruikt worder. Hij gaf aan het geslacht Monilia een veel te 
groote uitbreiding. Doordat de eigenschap: kettingen van sporen, 
die basifugaal ontstaan, doorslaggevend voor het geslacht was, 
kwamen hier zeer uiteenloopende organismen naast elkaar te 
staan, n.l. aan de eene zijde schimmels, die in de cultuur droog, 
harig tot donzig zijn met aan vaak duidelijk gedifferentieerde 
dragers kettingen van conidién; deze schimmels leven of sapro- 


*) Voordracht, gehouden voor de Ned. Ver. v. Microbiologie op 
5 Mei 1934. 
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phytisch, of ze zijn parasitair, veroorzaken een vruchtrot; aan 
de andere zijde stonden organismen met een gistachtigen habi- 
tus, dus met min of meer vochtige cultures; deze bezitten geen 
conidiéndragers, maar spruitende cellen, blastosporen, die vaak 
in kettingverband tot elkaar blijven staan. 

Het spreekt vanzelf, dat het bijeenzijn van zoo totaal uit- 
eenloopende organismen in één geslacht voor mycologen op 
moest vallen. Toch bleef het bij ,,zich verwonderen”; het ge- 
slacht Monilia was een erkend rommelgeslacht, waarin toch 
steeds maar nieuwe soorten werden beschreven. Zoo vonden 
Went en Prinsen Geerligs in 1895 een gistachtige schimmel in 
Javaansche gistkoekjes, die zij Monilia javanica noemden. Ze 
zeggen: ,,Da die Hefe nun doch einen Namen haben muss, so 
wird sie wohl am besten untergebracht in die Gattung Monilia, 
wo so viele Formen hingestellt werden, mit denen man eigent- 
lich nicht viel zu machen weiss.” 

Het is betrekkelijk kort geleden, dat deze verwondering 
van mycologische zijde vruchtbaar resultaat had.Christine Berk- 
hout heeft in 1923 met haar dissertatie de verdienste gehad, 
het opruimwerk aan den gang te brengen. Zij scheidde onder 
den naam van Candida de gistachtige Monilia’s af van de wer- 
keliike Monilia’s. 

De naam Monilia blijft dus behouden voor schimmels met 
echte myceliumdraden, met groote conidién, die basifugaal in 
kettingen ontstaan aan min of meer gedifferentieerde dragers; 
deze zijn droog en harig in cultuur. Hiertoe behooren: 

1°. een groep schimmels, die parasitair zijn op planten, 
n.l. een vruchtrot kunnen veroorzaken; deze bezitten ook een 
ascus-vorm en behooren in het geslacht Sclerotinia van de 
Discomyceten; naast de groote macroconidién bezitten deze 
Monilia’s meestal ook microconidién, die juist basipetaal aan 
typische fleschvormige dragers zitten; 

2°. saprophyten, die b.v. op brood voorkomen; deze 
Monilia’s hebben een anderen ascus-vorm en passen in het ge- 
slacht Neurospora der Pyrenomyceten. 

Cultures van echte Monilia’s, die lichter of donkerder ge- 
kleurd kunnen zijn, zijn nooit gistachtig, steeds droog. In hoe- 
verre deze twee Monilia-types werkelijk bij elkaar behooren, 
is een vraag op zichzelf; dat ze niets met Candida te maken 


hebben, is zeker. 
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Candida dus noemde Berkhout organismen met geredu- 
ceerd mycelium met spruitende gistsporen (zonder ascosporen). 
Helaas is de dissertatie van Berkhout, die in het Hollandsch 
geschreven is, weinig bekend geworden. Er zijn sindsdien ver- 
schillende systemen bedacht om de gistachtige Monilia’s te 
rangschikken, die ten deele rekening hielden met de onder- 
zoekingen van Berkhout; de bekendste hiervan zijn de in- 
deelingen van Ofa en die van Ciferri/Redaelli; deze indeelingen, 
die al niet meer up to date zijn, stemmen hierin overeen, dat 
ze de anascospore gisten scheiden in twee groepen: 1°. die- 
gene, die nooit filamenten vormen, 2°. gisten, die dit wel doen. 
Het gereduceerde mycelium van de tweede groep staat meestal 
bekend als pseudo-mycelium. Ter verduidelijking zij hier het 
verschil tusschen pseudo-mycelium en echt mycelium uiteen- 
gezet: pseudo-mycelium bestaat uit een reeks van gistcellen, 
die elk op zichzelf langer worden; echte dwarswanden ont- 
breken hierbij; echt mycelium ontstaat door het voortgroeien 
van een kiembuis, waarin eventueel successievelijk tijdens het 
groeiproces dwarswanden gevormd worden. 

De tweede groep gisten met pseudo-mycelium, de Myco- 
toruleae, komt eigenliik overeen met wat Berkhout Candida 
noemde; dat de Candida van Berkhout een verzameling van 
geslachten is, zal dadelijk blijken. 

De indeelingen van Ota en Ciferri/Redaelli berustten dus 
op het al of niet aanwezig-zijn van pseudo-mycelium, wat echter 
een negatief kenmerk is, daar dit sterk afhankelijk is van de 
uitwendige factoren, vooral van die van den voedingsbodem. 
Zoo kwam men bij gebrek aan voldoende morphologische onder- 
scheidingskenmerken terecht bij physiologische, en wel de 
biochemische, waarop het bekende systeem van Castellani be- 
rust, dat door medici nog steeds gebruikt wordt. De Mycoto- 
ruleae hebben n.l. alle een grooter of kleiner vergistingsver- 
mogen voor verschillende suikers onder vorming van zuur of 
gas. Daar er een groot aantal chemisch verschillende suikers 
bestaat, is er een zeer groot aantal combinaties te maken; op 
deze wetenschap bouwde Castellani zijn vergistingssysteem; 
hoe ingenieus ook bedacht, dit systeem is bezwaarlijk toe te 
passen voor de indeeling van morphologisch ongedetermineerde 
en zooals blijken zal, absoluut verschillende organismen, (die 
dus tot verschillende geslachten behooren); ook het feit, dat 
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een stam op verschillenden leeftiid in vergistingsvermogen 
varieeren kan, moet een bezwaar genoemd worden. 

Langeron van het Laboratoire de Parasitologie te Pariis, 
is degene, die met zijn werk overtuigend aangetoond heeft, dat 
duidelijke morphologische kenmerken ook bij deze organismen 
pas een gezonde grondslag zijn voor een systematische in- 
deeling. Hij heeft met een leerling, Talice, duidelijk gemaakt, 
dat deze gisten morphologisch niet zoo arm zijn als men altijd 
dacht, wanneer men op de gewone wiijze wat gist onder een 
dekglas platdrukte. Het komt er op aan, hoe men ze bekijkt, 
en hoe men ze behandeld heeft. Bij een juiste behandeling blijken 
het grootste gedeelte van de gistachtige Monilia’s en ook veel 
andere morphologisch arme gisten in het bezit van pseudo- 
mycelium; de wijze, waarop de blastosporen zitten aan dit 
pseudo-mycelium, is de basis, waarop het onderscheiden in ge- 
slachten berust. De juiste behandeling komt eenvoudig hierop 
neer, dat men de schimmel bekijkt in den toestand, waarin ze 
zich ontwikkeld heeft, dus zonder de teere fructificaties te be- 
schadigen. Verder had Talice door vooronderzoekingen reeds 
gevonden, dat pseudo-mycelium het best gevormd wordt bij 
vloeibare milieu’s in het betrekkeliik arme aardappelwater en 
bij de vaste bodems in de diepte van het milieu, b.v. bij moutagar, 
moutgelatine of een Sabouraud-agar met als koolhydraat 2 % 
»glycose brut”, bij 25° of 37° C. De beste temperatuur of voe- 
dingsbodem kan voor iederen stam verschillend ziin. De cultures 
worden steeds in situ bekeken: bij de vloeibare bodems in 
cultures met een hangenden druppel (aardappelwater of ver- 
dund mout-extract); indien men de cultures in reageerbuisjes 
met vloeistof gekweekt heeft, kan men voorzichtig met een 
steriel pipetie een druppel met vlokie van de schimmel op een 
voorwerpsglas pipetteeren; de zich uitspreidende druppel wordt 
bij 37° C. gedroogd en het uitgespreide preparaat wordt na 
kleuring, b.v. met lugol, bekeken. De cultures op vaste bodems 
worden of op gewone schuine agar gemaakt, in welk geval 
men de fructificaties in het dunne bovenste gedeelte met de 
kleine vergrooting van den microscoop nog uitstekend kan be- 
kijken, of op voorwerpsglazen (Rivalier et Seydel); in het laat- 
ste geval brengt men een dunne laag agar op een Steriel voor- 
werpsglas, dat met wat water in een eveneens gesteriliseerde 
petrischaal gebracht wordt; de schimmel, die in de agar uit- 
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gezaaid of er op uitgestreken wordt, groeit meer of minder diep 
op vaak heel typische wijze, hetgeen men ook met sterkere 
vergrooting kan controleeren. 

Zooals reeds vermeld werd, karakteriseert de manier, 
waarop de blastosporen, die aan de top van de leden van het 
pseudo-mycelium ontstaan, gerangschikt zijn, het geslacht, 
waartoe de schimmel behoort. Deze blastosporen aan de top 
van de filamentdeelen, spruiten meestal op hun beurt weer, 
zoodat er in oudere cultures a.h.w. een manchet van gistcellen 
om het pseudo-mycelium ontstaan kan. Zoo is het ook te be- 
grijpen, dat men bij gewoon afenten hiervan om op de gewone 
wijze een microscopisch preparaat te maken, ook niets anders 
te zien krijgt dan een massa gistcellen met heel zelden een 
brokstukje van het pseudo-mycelium. 

Dat op deze methodes en onderzoekingen van Langeron 
en Talice betrekkelijk diep wordt ingegaan, vindt zijn reden in 
het feit, dat deze zoo logische en zeer eenvoudige principes in 
dit gedeelte van de mycologie nog zoo weinig bekend zijn Toch 
ziin deze onderzoekers niet de eerste, die den betrekkelijken 
riikdom in morphologie dezer gisten opgemerkt hebben. Vele 
vroegere onderzoekers hebben deze al beschreven of geteekend; 
de eenige, die het denkbeeld oppert deze kenmerken voor een 
systematische indeeling te benutten, is Pijper geweest; pas 
Langeron en Talice hebben het waargenomene systematisch 
uitgewerkt. Deze indeeling zal hier nader besproken worden, 
omdat deze de eerste met deze nieuwe principes is, hoewel deze 
indeeling zeker voor critiek vatbaar is en ook niet de pretentie 
heeft definitief te zijn. 

Met de hierboven vermelde methodes kunnen de Parijsche 
onderzoekers de Mycotoruleae (de Candida’s van Berkhout) 
verdeelen in twee groepen: 

1°. organismen met de z.g. ,,cultures crémeuses”, die uit een 
roomachtige substantie bestaan, waarvan men met de entnaald 
heel makkelijk wat afneemt en waarvan zonder moeiliikheid een 
suspensie in vloeistof is te maken: dergelijke cultures hebben 
meestal kolonies met een gladde oppervlakte, terwijl ze in 
aardappelwater zwevende vlokies of (en) een neerslag op den 
bodem vormen; 

de 2°. groep bezit de z.g. ,,cultures membraneuses”, d.z. 
taaie cultures, waar men vaak met moeite een stukjie met de 
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SCHEMATISCHE TEEKENING. 
1. Mycotorula. 2. Mycotoruloides. 3. Candida. 4. Mycocandida. 
5. Blastodendrion. Geotrichoides. 7. Geotrichum. 


entnaald afkrijgt; coremiumachtige bundeltjes draden zitten 
vaak tegen den glaswand (,,méches”); de kolonies bij deze 
organismen, die het best te bestudeeren zijn aan de z.g. reuzen- 
kolonies, zijn dof, vaak vochtig-harig en dikwijls sterk gegroefd. 

Behalve op de geaardheid van de cultures wordt gelet op 
morphologische kenmerken, waarvan de volgende de voornaam- 
ste zijn: 

1°. de wijze, waarop de blastosporen aan den top van de 
leden van het pseudo-mycelium gerangschikt zijn; 

2°. de vorm van het einde der pseudo-mycelium-ver- 
takkingen; 

3°. de vorm van de blastosporen. 

Langeron en Talice verdeelden de Mycotoruleae in zes 
geslachten, waarvan de eerste vijf ,,cultures crémeuses” be- 
zitien: 
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1. Mycotorula Will emend. Lang. et Tal., is getypeerd door 
de zeer regelmatige, enkelvoudige kransen van blastosporen 
aan den top van elk lid van het pseudo-mycelium. Deze blasto- 
sporen spruiten niet of zelden ter plaatse verder, zoodat ze 
enkelvoudig zijn; de nieuwe blastosporen stooten de oudere 
eraf, zoodat er tenslotte een reeks gistbollen om het pseudo- 
mycelium ontstaat, meestal ook een topstandige. Als type voor 
Mycotorula nemen Langeron en Talice M. albicans, goed be- 
kend als Monilia of Endomyces albicans en zelfs totaal verkeerd 
als Oidium albicans, den bekenden verwekker van de kinder- 
spruw. Het spreekt vanzelf, dat ook talrijke stammen, die op 
de oude wijze als Monilia albicans geidentificeerd waren, nu 
met de nieuwe methodes in andere geslachten dan Mycotorula 
terecht komen! Mycotorula albicans heeft typisch veel chla- 
mydosporen. De talrijke Mycotorula-cultures, die Langeron c.s. 
bestudeerde, behoorden alle volgens hem tot de_ soort 
M. albicans; hij vond geen morphologische verschillen. Daar 
Monilia psilosis, ook vaak bij spruwgevallen geisoleerd, nu eens 
bij Mycotorula, dan weer bij een ander geslacht der Mycoto- 
ruleae bleek te hooren, werd deze soort slechts voorloopig, tot 
meer stammen onderzocht zijn, bii Mycotorula ondergebracht. 

2. Mycotoruloides n.g. onderscheidt zich van Mycoforula 
daarin, dat.de kransen van blastosporen samengesteld zijn, 
doordat de blastosporen ter plaatse verder spruiten; de ver- 
takte kransen staan uitgespreid vaak ongeveer loodrecht op de 
as van het pseudo-mycelium. Verder zijn de kransen veel min- 
der regelmatig dan bij Mycotorula, doordat sommige sterker 
ontwikkeld ziin dan andere. Ook hier is het pseudo-mycelium 
‘enslotte door een reeks gistbollen omgeven, die echter natuur- 
ijk minder regelmatig zijn dan bij het vorige geslacht. — Hier- 
toe behoorden weer talrijke onderzochte stammen van spruw, 
en vele andere. 

3. Candida Berkhout p. p. emend. Lang. et Tal.,; terwijl 
de Candida van Berkhout alle 6 geslachten der Mycotoruleae 
omvat, is de verbeterde uitgave van Langeron en Talice ge- 
karakteriseerd door de kettingen van blastosporen, die terminaal 
aan de leden van het pseudo-mycelium zitten; hiernaast komen 
enkelvoudige kransen van blastosporen voor, die weinig regel- 
matig zijn en daarom nooit tot dergelijke afgeronde gistbollen 
aanleiding geven als bij Mycotorula en Mycotoruloides het ge- 
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val is; de sporen aan uitsteekselties van het pseudo-mycelium 
(door Langeron en Talice ,,conidies” genoemd), die bij alle 
Mycotoruleae vertegenwoordigd zijn, komen bij Candida tal- 
rijk voor. — Het type is Candida tropicalis (Cast.) Berkh., 
vroeger Monilia tropicalis Cast. genoemd, de verwekker van 
bronchomycosen. 

4. Mycocandida n.g. is gekarakteriseerd door het zeer 
sterk vertakt zijn van het pseudo-mycelium, reeds in jonge cul- 
tures; dit fijn vertakte pseudo-mycelium-stelsel wordt ,,rameaux 
de sapin” genoemd; de blastosporen verschijnen pas laat aan 
het pseudomycelium, in heel kleine kransies, soms maar van 
2 cellen, zoodat het hier nooit komt tot de vorming van uit- 
gesproken gistbollen als bij de eerste 2 geslachten. Verder zijn 
de blastosporen grootendeels niet ovaal, maar langgerekt. — In 
dit geslacht behooren 0.a. Candida mortifera Redaelli en Monilia 
onychophila Poll. et Nann. (verwekker van een nagelmycose). 

5. Blastodendrion Ota emend. Cif. et Red., heeft karakte- 
ristieke penseelvormige blastosporen-bundels; de vertakte bla- 
stosporen-kettingen zijn veelal opgericht evenwijdig aan de 
hoofdas, zoodat ze penseelachtig gegroepeerd staan. Het einde 
van de takken wordt vaak door een dunne draadvormige cel 
gevormd. Naast ovale of langwerpige blastosporen ziin typisch 
voor dit geslacht z.g. stalagmoide blastosporen, d.z. sporen 
in den vorm van een vallenden druppel. — Als bij de vorige ge- 
slachten werden van spruw en andere ziektegevallen talrijke 
stammen onderzocht; de bekende Monilia Pinoyi Cast. bleek 
b.v. hiertoe te hooren. 

6. Geotrichoides n. g. vormt in tegenstelling met de vorige 
5 geslachten geen ,,crémeuse”, maar ,membraneusce”’, dus taaie, 
harige kolonies. Dit karakter van de kolonies vindt zijn oor- 
zaak in de sterke tendenz tot coremium-vorming, die een zeer 
typische eigenschap van dit geslacht is. Het pseudo-mycelium, 
hetwelk zeer sterk ontwikkeld is, bezit cellen van zeer ver- 
schillenden vorm, waarbij vooral de topcel, die soms dubbel- 
wandig is, een eigenaardigen vorm kan hebben. De blastosporen 
staan hetzij in enkelvoudige kransjes, hetzij aan kleine uit- 
steeksels van het pseudo-mycelium (,,conidies” vigs. L. en / Ba bs 
in het laatste geval ziin ze peervormig. Kenmerkend zijn ook 
de blastosporen-arthrosporen, dus kettingen van cellen, gedeel- 
teliik door spruiting, gedeelteliik door uiteenvallen van pseudo- 
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mycelium-cellen ontstaande. — Het type van dit geslacht is de 
bekende Monilia Krusei van Castellani; hiernaast staan natuur- 
liik vele andere soorten en stammen. 

Dit zijn de 6 geslachten der Mycotoruleae, die alle in het 
bezit ziin van blastosporen aan pseudo-mycelium. 

In verband hiermee moet het geslacht Geotrichum even 
besproken worden, omdat ook schimmels met den naam Monilia 
aangeduid, hierbij thuis bleken te hooren. Toch hoeft hier geen 
misverstand te zijn, daar Geotrichum gekarakteriseerd wordt 
1°. door echt mycelium, dat bij de Mycotoruleae ontbreekt, 
2°. door uiteenvallen van het mycelium in sporen, de z.g. 
arthrosporen, terwijl echte gistsporen, blastosporen, ontbreken. 

Een dergelijke verwarring als tusschen Monilia en de 
Mycotoruleae heerscht ook hier: n.l. Oidium aan den eenen kant 
en Oospora, Mycoderma, enz., beter Geotrichum geheeten, aan 
den anderen kant. De naam Oidium, in de menschelijke patho- 
logie zeer veel misbruikt, behoort alleen te worden genomen 
voor de z.g. meeldauwschimmels, d. z. plantenparasieten, die 
een overtrek vormen op vele plantensoorten en tot de Asco- 
myceten behooren; deze parasieten kunnen niet in reincultuur 
gekweekt worden. De kweekbare saprophytische en pathogene 
vormen worden het best Geotrichum genoemd. Geotrichoides 
vormde al een overgang naar dit geslacht door het bezit van 
blastosporen-arthosporen. Geotrichum bezit ook harige, mem- 
braneuze kolonies, maar is verder, zooals reeds vermeld werd, 
getypeerd door echt mycelium met dwarswanden en arthro- 
sporen; op aardappelwater vormen Geotrichum-soorten een vel. 

Er werd reeds op gewezen, dat de indeeling van Langeron 
en Talice hier vrij uitvoerig is behandeld, omdat hierbij met 
goede methodes voor het eerst de grondslag werd gelegd voor 
een morphologisch systeem. Toch is dit systeem, afgezien van 
zijn onbekendheid bij vele mycologen, die veelal alleen het sys- 
teem van Castellani in aanmerking nemen, niet overal erkend 
en het is ook inderdaad te becritiseeren. Slechts van Italiaansche 
zijde (Verona) is een publicatie met andere inzichten verschenen. 
Daar de inzichten van dezen onderzoeker zeker niet de voor- 
keur verdienen, wil ik slechts een enkel punt naar voren halen 
dat de aandacht trekt: de scheiding van Mycotorula en Myco- 
toruloides, die Langeron en Talice maken, kan aanleiding tot 
moeilijkheden geven: ontstaan b.v. bij een vermoedelijke Myco- 
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torula veel vertakkingen van het pseudo-mycelium, dan is het 
moeilijk uit te maken, of men de enkelvoudige kransjes met 
jonge zijtakjes van het pseudo-mycelium van Mycotorula zict 
of de vertakte samengestelde kransen van Mycotoruloides. 
Eveneens kunnen er tallooze overgangen tusschen Candida en 
Mycocandida bestaan. Men moet echter niet vergeten, dat 
Langeron en Talice met een eenzijdige groep der Mycotoruleae 
werkten, n.]. de medische; het spreekt dus vanzelf, dat er bij 
onderzoek van ruimer materiaal afwijkingen geconstateerd 
worden. Ook de invloed van het milieu kan een zwak punt 
vormen: men weet, dat b.v. het pseudo-mycelium met zijn voor 
het geslacht typische blastosporen-vormingen slechts op be- 
paalde bodems ontstaat; aan den anderen kant mag ook wel 
héél degelijk worden nagegaan, of dergelijke blastosporenfor- 
maties constante eigenschappen van de betreffende geslachten 
zijn; hetzelfde geldt voor de pseudo-mycelium- of mycelium- 
vorming, de geaardheid der cultures, enz. 

De Italiaansche onderzoekers noemen nog een aantal andere 
geslachten bij de Mycotoruleae, naast of syvnoniem gesteld aan 
de hierboven vermelde geslachten. Hiervan noem ik de volgende: 
Proteomyces, een geslacht, dat misschien beter in Geotrichum 
opgenomen wordt; hetzelfde geldt voor Pseudomycederma; 
Pseudomonilia blijkt, met de nieuwe methodes onderzocht, uit 
niet-gelijkvormig materiaal te bestaan. Het spreekt vanzelf, dat 
het laatste nog al eens zal voorkomen, daar er vroeger hoofd- 
zakelijk biochemisch onderzocht werd. Het geslacht Redaellia 
van Ciferri is wel een nieuw geslacht; het is gekarakteriseerd 
door kransen van blastosporen aan den top van bepaalde dra- 
gers; deze fructificaties lijkken op den kelk van een bloem; 
Redaellia elegans is hiervan tot nog toe de eenige soort. Door 
het bezit van echt mycelium behoort Redaellia echter niet tot 
de Mycotoruleae. 

In verband met het voorgaande moet er op gewezcn wor- 
den, dat een bepaalde categorie schimmels gevaar kan loopen 
»Monilia’” genoemd te worden, n.l. die met gistachtige cultures, 
met echt mycelium en-spruitende cellen. Immers gistachtige 
cultures, die geen ascosporen bevatten, en waarin een fragment 
van een draadje naast de gistpsoren voorkwam, werden al heel 
gauw met het etiket ,,Monilia’” voorzien en het systeem van 
Castellani zorgde dan meestal wel voor den soortsnaam. Op 
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deze wijze zouden b.v. ook schimmels als Sporotrichum Carou- 
geaui Lang., een Sporotrichum, die door spruitende conidién 
gistachtig lijkt, bij ,,Monilia” verzeild hebben kunnen raken. 

Wil men dus nu een Mycotorulee determineeren, dan kan 
men met eenige moeite het geslacht bepalen. Het onderzoek is 
echter nog niet zoo ver gevorderd, dat men ook de soort kan 
identificeeren; vermoedelijk zal men hier biochemische methodes 
te baat moeten nemen. 

Hopelijk zal binnen niet al te langen tijd blijken, dat de 
indeeling van Langeron en Talice inderdaad de grondslag is, 
waarop een goed definitief systeem gebouwd kan worden. 
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Het verdwijnen van Phenolen (phenolachtige 
stoffen) in de natuur door bacterién') 


DOOR 
Dr. T. FOLPMERS. 


Dit onderwerp ondervindt belangstelling van velen, die met 
de bereiding van oppervlaktewater tot drinkwater te maken heb- 
ben, sedert aannemelijk is geworden, dat genoemde stoffen in zeer 
geringe hoeveelheden oorzaak kunnen zijn van reuk- en smaak- 
bezwaren van dit drinkwater. Het oppervlaktewater, dat ik hier 
op het oog heb, is het water onzer groote rivieren, aangevoerd 
door den Rijn, bron van watervoorziening in de toekomst voor 
een belangrijk deel (+ 25 procent) van de bevolking van Neder- 
land. In het Chemisch Weekblad 3le Jaargang No. 20, 330, 1934 
vermeldde ik reeds hoe onze hoofdrivier in haar benedenloop 
door Duitschland, verontreinigd wordt door het afvalwater dat 
de rechter zijrivieren de Emscher en de Lippe uit het mijngebied, 
de Roer, afvoeren en om welke hoeveelheden phenolen en andere 
stoffen het gaat. Dergelijke verontreinigingen doen zich in 
Nederland eveneens voor, doch in onbeteekenende mate, hetgeen 
uit onderzoekingen op de rivier is gebleken, wat echter niet 
wegneemt, dat het rein houden van den Rijn ook op Nederlandsch 
gebied een gebiedende eisch is. Tevens beschreef ik in genoemd 
weekblad een door de Commissie ,,SSmaak en Reuk van Rivier- 
water” gestandaardiseerde methode om sporen van phenolen 
in rivierwater aan te toonen. Uit vele proefnemingen is nu ge- 
bleken, dat het phenolgehalte van het water van den Rijn van 
Pannerden tot Rotterdam regelmatig afneemt en dat de hoe- 
veelheden en de afname afhankelijk zijn van de temperatuur 
van het water. In den zomer verdwijnen phenolen het gemak- 


1) Naar een voordracht, gehouden in de vergadering van den 8en 
Mei 1934 te Baarn. 
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kelijkst in rivierwater, in den winter en vooral bij ijsgang, door 
een gedeelteliik gesloten rivierdek, veel moeilijker. 14 December 
1933 werd bij veel iisgang en lagen rivierstand te Arnhem per 
liter rivierwater 0.2—0.3 mg gevonden en te Rotterdam 30—45 7 
(1 y = 0.001 mg). In den zomer daalt het gehalte in het rivier- 
water te Rotterdam tot 0.6—1 7. Door de filtratieprocessen in 
de snelfilters en de langzame zandfilters neemt dit gehalte aan- 
zienlijk af. Er zijn dus sterke aanwijzingen dat hier biologische 
oxydatie in het spel is. Het gelukt nu op betrekkelijk eenvoudige 
wijze bacterién uit het Maaswater rein te kweeken, welke blij- 
kens hun groei op uitgewasschen agar met wat anorganische 
voedingszouten, phenol of een der drie kresolen of meerwaar- 
dige phenolen, het bewijs leveren met deze stoffen als eenige 
C bron tot ontwikkeling te kunnen komen. Begin September 
1932 zette ik ophoopingsproeven in met door papier gefiltreerd 
Maaswater, waaraan 0.02 % phenol (of een der kresolen of 
meerw. phenolen) en 0.02 % KjHPOs was toegevoegd. Na twee 
dagen bij 22° C. treedt sterke bacteriéngroei in; het water neemt 
een groengele of soms roodbruine kleur aan. Door eenige malen 
overenten in steriele minerale phenoloplossingen kan men al 
spoedig verdunningen op vleeschgelatine makef en tot rein- 
cultuur overgaan. Ophoopingsproeven met de verschillende 
kresolen of de meerwaardige phenolen uitgevoerd, leverden mij 
gemakkelijk een 30-tal stammen. Nog eenvoudiger is het, door 
gebruik te maken van de vrij groote dampspanning van phenol, 
(de drie kresolen) en op zorgvuldig uitgewasschen agarplaten 
met 0.02 % KoHPOs en 0.02 % KNOs een hoeveelheid Maas- 
water uit te strijken, de cultuurdoos om te keeren en in het 
deksel een klein kristalletie der respectievelijke phenolen te 
brengen. Dit vervloeit eerst, verdampt daarna en lost in den 
voedingsbodem op. Na eenige dagen komen de kolonies op. 
Doet men dit voor een sterk verdunde tuingrondsuspensie, dan 
blijkt dit materiaal ontelbare aantallen phenoloxydeerende 
bacterién te bevatten. 

Bij een, met ortho- en metakresol als C bron verkregen, 
cultuurplaat was na eenige dagen de scherpe reuk dier kresolen 
geheel verdwenen en had plaats gemaakt voor een muffen 
grondigen reuk, niet te onderscheiden van den reuk van het 
ruwe Maaswater in den winter, welke reuk zich derhalve uit 
die kresolen als eenig aanwezige dissimileerbare organische 
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stof moet ontwikkeld hebben. Dat phenolen echter niet de eenige 
organische stoffen behoeven te zijn, waaruit zich voor de drink- 
waterbereiding bezwarende reuk- en smaakstoffen kunnen ont- 
wikkelen, blijkt uit proeven welke ik deed met uit zandfilters 
geisoleerde Actinomyces-stammen. Wanneer men deze nil. uit- 
Sstrijkt, ditmaal op niet uitgewasschen, ongeklaarde leiding- 
wateragar met 0.02 % KH». POs, dan treedt na eenige dagen 
bij 22° C. bij goeden groei een sterk muffe reuk op, sterk ge- 
lijikend op dien van het ruwe Maaswater. Treedt sporenafsnoe- 
ring aan de luchthyphen op, dan gaat langzamerhand een meer 
gronderige reuk overheerschen. Ook andere organismen o0.a. 
Blauwwieren etc. kunnen uit organische stoffen alleen sterk 
muffe, gronderige reukstoffen ontwikkelen. In juist verschenen 
Amerikaansche literatuur (Journal of Am. Water Works Ass. 
26, 120, 1934) vindt men dan ook een geval besproken, waarbij 
rivierwater, zonder dat van verontreiniging met phenolen of huis- 
houdelijk afvalwater gesproken kon worden, aanleiding gaf tot 
reuk- en smaakbezwaren. Gelukkig heeft men in actieve kool, 
in de een of andere reinigingsphase van het oppervlaktewater 
tot drinkwater toegepast, een afdoend middel gevonden tegen 
deze reuk- of smaakbezwaren. De toepassing van deze kool 
neemt dan ook hand over hand in ons land, zoowel als in het 
buitenland, vooral in Amerika, toe. 

Toen ik al eenigen tijd met het onderzoek bezig was, viel 
mijn aandacht op een publicatie van A. Miiller, getiteld: ,,Der 
biologische Phenolabbau in Wassern und seine Beziehung zu 
deren Sauerstoffgehalt und Keimzahl” Technisch Gemeindeblatt 
35 Jahrgang No. 12, 1932, 148. Miiller begon in 1926 proeven 
te doen, om het verband na te gaan tusschen phenolafbraak, 
zuurstofgehalte en bacteriénaantal in verschillende watersoor- 
ten, waarvoor hij o.a. Spreewater en Berlijnsch leidingwater 
gebruikte. Hij constateerde eveneens, dat toevoeging van phenol 
een sterke toename van het bacteriénaantal tengevolge had en 
dat daardoor een sterk verhoogd biochemisch zuurstofverbruik 
intrad waaruit, nog afgezien van de giftige werking van pheno- 
len, tot een zeer schadelijke werking van phenolenloozing op 
den vischstand besloten moest worden. Ook Sierp van het 
Ruhrverband stelde dit feit vast. 

Miiller vermeldt Fowler en medewerkers als eersten die 
aantoonden dat aanzienlijke hoeveelheden phenolen in continu- 
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filters en andere afvalwaterfilters kunnen geoxydeerd worden, 
verder Bach, Oberchemiker van de Emschergenossenschaft, die 
zich zeer verdienstelijk heeft gemaakt voor de praktische uit- 
voering van phenolenafbraak in ,,Tauchk6rper” onder sterken 
luchttoevoer en die proeven gedaan heeft in aquaria met lucht- 
doorblazen om een inzicht in de nog verwerkbare concentraties 
van phenolen te verkrijgen. 

In het Zeitschrift fiir Garungspnysiologie No. 37, Bd. IV 
1914, 289—319 publiceert Wagner een stuk: ,,Ueber Benzol- 
bakterién” en beschrijft daarin bacteriestammen, die behalve 
phenolen ook benzol, benzine en petroleum kunnen oxydeeren. 
Een jaar daarvoor reeds had Sdhngen in het Centralbl. f. Bac- 
teriologie II 37 Bd. 595—608 een onderzoek geplaatst: ,,Benzin 
Petroleum, Paraffinél und Paraffin als Kohlenstoff- und Ener- 
giequelle fiir Mikroben” en vermeldt daarin, dat wanneer men 
bij lage temperatuur kweekt (20° C€.) men hoofdzakelijk dan 
met genoemde koolstofbronnen veryloeiende, vetsplitsende Bac- 
terién krijgt als Pseudomonas fluorescens en punctatus, de niet 
vervloeiende Pseudomonas putida, naast eveneens vetsplitsende 
Micrococcen en nog andere niet vervloeiende bacteriesoorten. 
Bij hoogere temperatuur, n.J. 37° C., worden deze bacterién 
verdrongen door Mycobacterién. 

Wagner verkreeg zijn ,,Benzolbacterién” uit aarde, stof, 
dierexcrementen enz., SGhngen eveneens uit aarde en gracht- 
water. Dat in tuingrond groote aantallen phenolsplitsende bac- 
terién voorkomen, vermeldde ik reeds en dit moet ook wel, daar 
anders het gehalte aan phenolen daarin dermate zou toenemen, 
dat dit schadelijk zou worden voor de planten. In de urine van 
warmbloedige dieren, vooral van graseters, komen n.l. tame- 
liike hoeveelheden voor van phenol (p kresol)-zwavelzure esters, 
welke in den vorm van kaliumzouten worden uitgescheiden. 
Ze worden in cdén darm gevormd door bacteriewerking. Uit 
tyrosine kunnen b.v. ontstaan phenol en p kresol. In de lever 
worden er zure zwavelzure esters van gevormd en de phenolen 
aldus ongiftig gemaakt en als kaliumzouten in de urine uit- 
gescheiden. 

Sir John Russell vermeldt in ,,The micro-organisms of the 
soil”, The Rothamsted Monographs on Agricultural Science, 
pag. 31 dat aldaar een groot aantal bodembacterién werden 
geisoleerd, die phenol en de drie kresolen als eenigste energie- 
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bron voor hun levensproces kunnen gebruiken. Op pag. 24 zegt 
hij, dat een daarvan verwand was aan de zuurvaste Bac. Phlei. 
Ook medewerkers van Russell 0.a. Nagendra Nath-Sen-Gupta ”) 
en Buddin*®) hebben het snelle verdwijnen van phenolen in den 
grond nagegaan. De laatste vermeldt tevens, dat een phenol- 
dosis niet boven 0.1:% uitgaande, het bacteriénaantal sterk 
doet toenemen. In 1928 verschijnt nog een publicatie van het 
Rothamsted Experimental Station n.J.: ,,Soil Bacteria that 
decompose certain aromatic compounds” door P. H. H. Gray en 
H. G. Thornton 4), waarin ook sporevormende bacterién be- 
schreven zijn, die phenolen kunnen dissimileeren. 

Behalve met phenolen en kresolen heb ik ook met petro- 
leum als koolstofbron en toevoeging van 1/50 % K. HPOs met 
Maaswater bij 22° C. en 37° C. ophoopingsproeven  verricht. 
Mycobacterién gelukte het mij niet op deze wijze uit Maaswater 
te kweeken, evenmin als bij de ophoopingsproeven met phenolen 
en kresolen. In stroomend rivierwater schijnen deze bacterién 
dus niet voor te komen. Ook Den Dooren de Jong vermeldt dit 
merkwaardige feit in zijn dissertatie: ,,Bijdrage tot de kennis 
van het mineralisatie proces’, Delft 1926. Bij 37° C. verkreeg 
ik slechts een kleurlooze Micrococcusstam en een sterk be- 
weeglijk staafje, dat gelatine -slechts langzaam na 6 dagen 
vervloeide, op vleeschagar geen fluorescentieverschijnsel ver- 
toonde; wat verdere eigenschappen betreft het best bij het ge- 
slacht Pseudomonas gerangschikt kan worden, als het ware een 
kleurlooze Fluorescens was. 

Bij 22° C. verkreeg ik nog een 7-tal stammen waaronder 
een Micrococcusstam, een Pseudomonas fluorescens, een Pseu- 
domonas violaceus. Met deze stammen en die, welke geisoleerd 
waren met de phenolen enz. in het geheel een 30-tal, heb ik 
enkele dissimilatieproeven verricht om te trachten ze in de be- 
kende geslachten onder te brengen. Er waren 7 Micrococcus- 
stammen bij welke de gelatine niet of uiterst zwak ver- 
vloeiden, alle Gram positief. De overblijvende 23 stammen 
waren alle Gram negatief, beweeglijk tot zeer beweeg- 
liikk door polaire ciligén. Geen der stammen bleek in pepton- 


2) | Dephenolisation in soil” The Journ. of Agric. Sci. Vol. XI Part. 2 
April 1921, 136—138. 

3) The Journ. of Agric. Sci. 1914, 6. 

4) Centralbl. f. Bakt. II Abt. Bd. 73, 74. 
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water met 1 % glucose deze suiker te vergisten, zelfs niet na 
een week bij 20° C. Groei trad alleen op, in het open been der 
Einhornkolfjes. Geen der stammen vormde sporen, noch in 
vleeschwater of peptonoplossing indol of HeS. Ze behooren 
dus alle tot het geslacht Pseudomonas. 15 stammen demon- 
streerden zich door sterke fluorescentie op vleeschagar en op 
voedingsbodems met asparagine en @ alanine als eenige C en 
N bron als behoorend tot de soort Fluorescens. 10 hiervan ver- 
vloeiden de gelatine in zeer verschillende mate, sommige zeer 
snel, reeds na 2 dagen; andere eerst na een week bij 20° C, 
en konden derhalve tot de soort Pseudomonas fluorescens ge- 
rekend worden, de overige tot de soort Pseudomonas putida. 
Het verkregen 30-tal stammen werd nu met 4 Pseudomonas 
putidastammen en 9 Mycobacteriénstammen, welke ik . van 
Den Dooren de Jong gekregen had, uitgestreken op cultuur- 
platen van zorgvuldig uitgewasschen agar met 1/50 % Ky HPOs, 
1/50 % KNOs en 1/50 % der te onderzoeken phenolen, respec- 
tievelijk phenol en de 3 kresolen; de pH van den voedingsbodem 
was 7.5. Een nitraat werd als stikstofbron gekozen omdat deze 
stof ook steeds in het rivierwater voorkomt. Met een ammo- 
niumzout als stikstofbron worden enkele andere resultaten ver- 
kregen. Bijgaande foto’s verduidelijken het resultaat. Het zijn 
3 reeksen van telkens 4 bij elkaar hoorende cultuurplaten. Van 
links naar rechts bevatten deze reeksen phenol, o kresol 
m kresol en p kresol. Op de bovenste reeks van 4 platen zijn 
uitgestreken van No. 1 tot en met 4 vier Pseudomonas putida- 
stammen van den Dooren de Jong, welker eigenschappen onder 
de nummers 9, 39, 5 en 3 in zijn dissertatie te vinden zijn. Ze 
tasten phenol en de kresolen zwak aan. M’4 is een uit een op- 
hoopingsproef van Maaswater met m kresol verkregen, Pseu- 
domonas putidastam, die daarentegen phenol, m en p kresol 
zeer goed oxydeert, het o kresol echter in het geheel niet kan 
oxydeeren. No. 6 — no. 14 zijn Mycobacteriénstammen door 
Den Dooren de Jong geisoleerd en beschreven. No. 6 is Mycob. 
hyalinum; no. 7 Mycob.salmonicolor; no. 8 Mycob.opacum; 
no. 9 Mycob.smegmatis; no. 10 Mycob.lacticola; No. 11 Mycob. 
album; no. 12 Mycob.luteum; no. 13 Mycob.phlei en no. 14 
Mycob.rubrum. Uit de foto’s blijkt, dat phenol en de 3 kresolen 
goed tot zeer goed door hen geoxydeerd worden. No. 8 Mycob- 
opacum beschikt wel over de sterkst oxydatieve eigenschappen. 
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De kleursietvormende Mycobacterién, zooals Mycob.salmoni- 
color, luteum en phlei ontwikkelen hun kleurstoffen uitstekend 
met phenol en de 3 kresolen, zelfs mooier dan met petroleum 
of benzine als C bron; Mycob.rubrum echter slechts zwak. 
Ook vertoonen de cultuurstrepen der Mycobacterién op de 
phenol- en kresolplaten uitstekend het door S6hngen beschreven 
haarvormige uitgroeien, waardoor deze hun verwantschap met 
het geslacht Actinomyces aantoonen. 

Op de middelste reeks van 4 cultuurplaten zijn van no. 15 
tot en met No. 21 7 bacteriénstammen uitgestreken, welke ver- 
kregen zijn bij ophoopingsproeven van Maaswater met petro- 
leum als C bron bij 22° C.; dan volgen 2 stammen op dezelfde 
wijze doch bij 37° C. verkregen, waarvan de tweede een Micro- 
coccusstam is, welke phenol zeer goed kan oxydeeren, het 
p kresol zwak aantast, nog zwakker het m kresol en o kresol 
nagenoeg niet. De eerste stam is een in eigenschappen met de 
Fluorescenten overeenkomend staafje, gelatine na 6 dagen 
slechts zwak vervloeiende, dat alleen p kresol zwak kan oxy- 
deeren. De Pseudomonasstammen kunnen waarschijnlijk in de 
3 groepen door Den Dooren de Jong onderscheiden, ingedeeld 
worden. Dit wordt nog nader onderzocht. De volgende vier 
stammen Oi, Oz, Oz en Os zijn met o kresol uit Maaswater 
verkregen. O1 en Oz behooren tot het geslacht Micrococcus; ze 
groeien beide zeer goed met phenol en o kresol, goed met 
m kresol, waarmee ze een stof vormen, welke over rood zich 
ten slotte bruin kleurt aan de lucht. Oe groeit ook nog goed met 
p kresol; O1 minder goed. O3 is een in eigenschappen met de 
Fluorescenten overeenkomend niet vervloeiend, sterk beweeg- 
lijk staafje; zeer kleine kolonies van 2 mm na 4 dagen bij 
22° C. op vleeschgelatine vormend, dat phenol, 0 en p kresol 
vrij goed kan oxydeeren, m kresol moeilijker aantast. O4 is een, 
in 4 dagen sterk gelatine vervloeiend, staafje, dat bruingele 
kolonies vormt; enkele bacterién zijn sterk beweeglijk en van 
het Fluorescententype. Het tast phenol zwak en m kresol nog 
zwakker aan, de overige kresolen ook slechts zeer zwak. Ps is 
een Micrococcusstam, die alleen phenol vrij goed oxydeeren 
kan. Mi is weer een in eigenschappen met de Fluorescenten 
overeenkomend, sterk beweeglijk staafje, dat gelatine niet ver- 
vloeit en daarop kolonies vormt, die zich dun en breed over 
de gelatine in verschillende richtingen uitbreiden. De bacterién 
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kunnen zoowel phenol als de drie kresolen oxydeeren. Verder 
is Ms een zwak gelatine na 6 dagen vervloeiende Micrococcus- 
stam, die zeer goed met phenol en o kresol kan groeien, het 
m kresol nog goed kan oxydeeren, doch p presol niet. 

Van de stammen no. 15 tot en met no. 21 oxydeert no. 18 
phenol en de 3 kresolen zeer goed, een niet vervloeiend sterk 
beweeglijk staafje met eigenschappen van de Fluorescenten- 
groep, zonder echter vleeschagarvoedingsbodem tot fluores- 
centie te kunnen brengen. No. 19 is een Micrococcusstam, niet 
vervloeiend, vrij goed met phenol en de 3 kresolen groeiend. 
No. 17 is een Pseudomonas fluorescens, zwak vervioeiend; no. 15 
een Pseudomonas violaceus. No. 16 en 21 zijn Pseudomonas- 
stammen, waarvan de eerste de gelatine zwak vervloeit, in 
verdere eigenschappen een kleurlooze Fluorescens gelijkt, ter- 
wijl de tweede de gelatine niet vervloeit en de bacterién de 
eigenschappen hebben zich in een zeer dun vlies over de agar 
te verspreiden. No. 20 is ten slotte een staafjesbacierie, die zeer 
moeilijk in een geslacht is thuis te brengen. De bacterién vor- 
men draadvormige complexen terwijl om de kolonies een rood- 
bruine stof in de gelatine diffundeert. (Zie dissertatie Den 
Dooren de Jong 112). Zijn oxydatievermogen van phenolen is 
gering. Op de onderste reeks van 4 cultuurplaten zijn de echte 
Fluorescenten uitgestreken met uitzondering van het vak, ge- 
merkt PH, waarop een Micrococcus is gezet, verkregen bij een 
ophoopingsproef met phenol uit Maaswater. Ze kan alleen 
phenol goed oxydeeren, m en p kresol zwak, o kresol in het 
geheel niet. M’s, M’s, P’1, P’4, ziin Pseudomonas putida stam- 
men; de eerste twee met m kresol, de laatste twee met p kresol 
uit Maaswater verkregen. De overige zijn sterk, minder sterk 
en zeer zwak vervloeiende Pseudomonas fluorescensstammen, 
waarbij hoofdletter O op analoge wijze beteekent, dat de stam 
bij een ophooping met o kresol is verkregen, eveneens uit Maas- 
water. De onderste vier foto’s toonen dus aan, dat o kresol niet 
of slechts zeer zwak door de echte Fluorescenten wordt ge- 
oxydeerd. Phenol en p kresol verschillen weinig in oxydeer- 
baarheid, iets moeilijker wordt m kresol aangetast. P’s vormt 
uit m kresol een aan de lucht roodkleurende verbinding, die 
langzamerhand donkerbruin wordt. Daar ook in de cultuur- 
streep de bacterién zich langzamerhand bruinkleuren, wordt 
het contrast met de omgeving gering, wat de foto aantoont. 
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Ten bewijze dat de Mycobacterién ook zeer goed petro- 
leum en benzine kunnen oxydeeren (Séhngen) heb ik ze ter 
vergelijking met de bacteriestammen uit de ophoopingsproef 
met petroleum en Maaswater (no. 15 tot no. 21) uitgestreken 
op cultuurplaten van goed uitgewasschen agar, waaraan 1/50 % 
Ky HPOs en 1/50 % KNOsz was toegevoegd. Na omkeeren van 
de cultuurdoozen werden stukjes paraffine in de deksels ge- 
legd, waarop respectievelijk enkele droppels benzine en petro- 
leum waren gedroppeld en nu bij 20° Celsius gecultiveerd. 

Nevenstaande foto’s geven het effect weer. Stam No. 21 
vertoont op beide platen sterk het uitkruipen van de bacterién 
over de agarplaat. No. 15, Pseudomonas violaceus, groeit nage- 
noeg niet op beide platen. Alle platen zijn gefotografeerd na 
een maand lang gecultiveerd te zijn bij +20° C. 


Van de dioxybenzolen wordt pyrocatechine het gemakke- 
liikst door verschillende der bovenvermelde bacteriestammen 
geoxydeerd, dan volgt hydrochinon, terwijl resorcine en de 
trioxybenzolen als phloroglucine en pyrogallol, slechts voor 
enkele stammen als dissimilatiesubstraat kan dienen. 

Niet alleen de phenolen, doch ook de zwavelzure esters 
van phenol- en p kresol, welke in den vorm van kaliumzouten 
in de urine van zoogdieren worden uitgescheiden, worden ge- 
oxydeerd. 

In de oppervlakkige lagen van de langzame zandfilters en 
in de snelfilters, heeft een sterke ophooping van phenolsplit- 
sende bacterién plaats; vandaar dan ook, dat de sporen pheno- 
len in het rivierwater te Rotterdam door de filtratieprocessen 
nog sterk verminderd worden en in den zomer nagenoeg ver- 
dwijnen. Door verschillende verdunningen van Maaswater, snel- 
gefiltreerd water en water, dat een langzame zandfiltratie heeft 
ondergaan, in te zetten met een minerale phenol (kresol) op- 
lossing, kan men bij het reinigingsproces van rivierwater tot 
drinkwater de vermindering van phenolsplitsende bacterién 
nagaan. Men kan dus van een ,,phenolovoren” titer van een 
watersoort spreken. Voor Maaswater bedraagt deze 0.0001— 
0.001 cm?, voor water, dat de snelfilters is gepasseerd, 0.001— 
0.01 cm’, voor water, dat de langzame zandfiltratie heeft 
ondergaan 0.1—1 cm? of 1—10 cm. 

In welke concentratie tasten nu de geisoleerde stammen 
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de phenolen aan? Voor de meeste is 0.01—0.02 % de gunstigste 
concentratie, terwijl de hoogste 0.05—0.06 % bedraagt, een feit, 
dat ook Wagner in 1914 reeds geconstateerd had. In gelatine 
wordt echter een hoogere concentratie verdragen en wel tot 
0.1—0.15 % o.a. door de Micrococcusstam gemerkt PH. Bij 
goeden groei verdwijnt in ruw Maaswater bij 20° C. 200 mg 
phenol in 4—5 dagen; voegt men daarna weer eenzelfde hoe- 
veelheid toe, dan verdwijnt deze veel vlugger, n.l. in 3 dagen. 
Ent men den Micrococcusstam PH in gesteriliseerd en daarna 
weer belucht leidingwater met 0.01 % KaHPOs en 0.01% phenol 
in een afgesloten flesch, dan kan de zuurstof geheel verdwijnen. 
Bij een proef was na een etmaal bij 20° C. het zuurstofgehalte 
van 8.7 mg/1 gedaald tot 0.1 mg en 14 mg phenol verdwenen 
van de 52.5 mg. Door de COe2 ontwikkeling daalde de pH van 
8.3 tot 7.6, het nitraat (NO’s) gehalte van 6 tot 5 mg/l en was 
het nitriet (NO’2) van 0.02-0.09 mg/1 toegenomen. Verschillende 
van de 30 uit Maaswater geisoleerde stammen, zoowel Micro- 
coccen als Fluorescenten vertoonen een sterk vetsplitsend ver- 
mogen. Deze vetsplitsing gaat echter niet samen met het ver- 
mogen, phenolen te kunnen oxydeeren. Van de onderzochte 
Mycobacterién, die een zeer sterk phenoloxydeerend karakter 
vertoonen, was er geen tot vetsplitsing in staat. Ook is er geen 
verband tusschen het vermogen van gelatinevervloeiing en vet- 
splitsing. 


Rotterdam, 31 Mei 1934. 


Over varianten van Bact. paratyphi-B (type 
Schottmiller) die uit druivensuiker 
géén gas vormen. 


IVde Mededeeling 
DOOR 
Dr. A. TASMAN, 


Scheikundige aan het Rijksserologisch Instituut. 


en 


Dr. A. W. POT, 


Bacterioloog aan het Centraal Laboratorium voor de Volksgezondheid 
te Utrecht. 


Slot. 


Glucosevergisting door normale typhus- en paratyphus- 
stammen. 


Scheffer heeft reeds met twee typhusstammen vergisting- 
balansen van glucose samengesteld. Wij herhaalden zijn onder- 
zoek en voegden daaraan toe eenige vergistingen van glucose 
met normale (dus gasvormende) paratyphusstammen. Om 
redenen, welke hier niet nader medegedeeld behoeven te wor- 
den, voerden wij met de laatste bacterién ook enkele vergis- 
tingen uit in een milieu, waaraan geen natriumchloride was 
toegevoegd. De resultaten hiervan vindt men vereenigd in de 
tabellen 2, 2a, 3, 3a, 4 en 4a. 

Bij beschouwing van deze tabellen valt het volgende op 
te merken. 


Glucosevergisting door normale paratyphusstammen in een 
milieu, waaraan 0.5 % Natriumchloride is toegevoegd. 


De vergisting verliep vlot. Alle vergiste substraten (ook 
van de typhus- en later te bespreken ,,gaslooze”-paratyphus- 
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TABEL 2. 
Stam: 453 u.m. 1933 (Controle Paratyphus). 
Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der in de 
roducten aanwezige 
oolstof, berekend op 
C. van de vergiste 

glucose 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 2&5 gram 
barnsteenzuur is 4.35 gram 
glucose en 7.4 grammol aceet- 
aldehyde afgetrokken 


Producten 


Toegevoegde glucose. . 
Teruggevonden glucose . 


Vergiste glucose ..... 
Waterstofe ss.) 0s 0.311 — — | 46.5 _ 
Koolzutirec.a eee 6.81 137 46.7 — aa 
AZINZUUT mens 5.91 Lisl — |—29.5 29.5 
Mierenzuur..... 0.653 Ie 4.3 43 a= 
Aethylalcohol . . . . | 5.00 19.2 -- 320 a5 
Melkzuurs =). ee 12:77 37.1 42.4 | 42.4 42.4 
Barnsteenzuur .. . | 2.85 8.4 — — —T7A4 
Totaal ers 96.7 °/p 93.4 | 96.2 97.0 
H2/CO2 = 0.90. 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 0.90. 
Glucose vergist 98.1 %. 


TABEL 2a: 


Stam: 203 f.e.1932 (Controle Paratyphus). 
Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der in de 
producten aanwezige 
koolstof, berekend op 
C. van de vergiste 

glucose 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 2.83 gram 
barnsteenzuur is 4.32 gram 
glucose en 6.7 grammol aceet- 
aldehyde afgetrokken 


Producten 


Toegevoegde glucose. . . 
Teruggevonden glucose . 
Vergiste glucose ..... 


Waterstofi .t4. <0 i 
KOOIZ items tae 
IT GANVANTY gic ory etue cual # 
Mierenzuur.... . 
Aethylalcohol. .. . 
Melkzuur.... 
Barnsteenzuur 


MOtaalaesecn eae 93 9 %o 89.9 | 89.8 95.9 


HaiCO2 = 0.98. : } 
Azijnzuur/Aethylalcohol = 0.88. 
Glucose vergist 99.5%, 
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TPABELY 3: 
Stam: 203 f.e. 1932 (Contréle Paratyphus). 
Medium: 1% Peptonwater, zonder Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der in de | Grammol per 50 grammol ver- 


£ producten aanwezige | giste glucose. Voor 1.36 
: -36 gram 
Producten S koolstof, berekend op barnsteenzuur is 1.65 gram 
cy C. van de vergiste glucose en 2.6 eres aceet- 
glucose aldehyde afgetrokken 


Toegevoegde glucose .. 
Teruggevonden glucose . 


Vergiste glucose ..... 
Waterstof ... . | 0.294 ~= — | 42.0 — 
Koolzuur . See -8.80 18.1 57.5 = -- 
ANZA Z UE 2d bane 6.11 18.3 — |—29.1 29.1 
MierenZzull fies ey eit 0.856 1.8 a3} 5S — 
Aethylalcohol . . . . | 6.07 23.8 — | 37.6 37.6 
Melkzuur . . se BHR 25.1 26.5 | 26.5 26.5 
Barnsteenzuur .. . | 1.36 4.9 — == —2.6 
hiotaaleececmeee 92 0 % 89.3 | 82.3 90.6 
Ha/CO2 = 0.73. uM pies 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 0.73. 
Glucose vergist 89.3 %. 
TAB E Lada. 


Stam: 453 u.m. 1933 (Contrdéle Paratyphus). 
Medium: 1% Peptonwater, zonder Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der in de 
producten aanwezige 
koolstof, berekend op 
C. van de vergiste 
glucose 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 2.26 gram 
barnsteenzuur is 3.45 gram 
glucose en 59 grammol aceet- 
aldehyde afgetrokken 


Producten 


Gram 


Toegevoegde glucose . 


Teruggevonden glucose . CHice, 
Vergiste glucose ..... 
Wiaterstote sneer <18- 0.300 — — | 46.1 — 
Koolzaur’. .- 2 8.45 17.6 59.1 = = 
INAV VANE 5-5 6 Oe 5.72 17.5 — |—29.3 29.3 
Mierenzuur..... 0.877 1.7 60 6.0 — 
Aethylalcohol . . . . | 5.65 22 — | 378 37.8 
Melkzuur...... 10.4 31.8 Slopsy || Slows} 35.5 
Barnsteenzuur .. . | 2.26 7.0 — — —5.9 
6taal ay-mecmron « 98.1 %/ 100.6 | 96.1 96.7 


He/CO2 = 0.78. 
Azijnzuur/Aethylalcohol = 0.77. 
Glucose vergist 89.5%. 
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TABEL 4. 


Stam: Typhus 949, 1933 (Contrdle). 
Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der .in de | Grammol per 50 grammol ver- 
roducten aanwezige | giste glucose. Voor 2.65 gram 
oolstof, berekend op barnsteenzuur is 4.04 gram 
C. van de vergiste glucose en 15.8 grammol aceet- 

glucose aldehyde afgetrokken 


Producten 


Toegevoegde glucose . . 
Teruggevonden glucose . 
Vergiste glucose ..... 


INA WAU HE Gc 
Mierenzuur..... 
Aethylalcohol. . . 
Melkzuur...... 
Barnsteenzuur 


Totaalieaccmeure 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 1.00. 
Glucose vergist 55.3%. 


VABE DL. 4a. 


Stam: Typhus 949, 1933 (Contréle). 
Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der in de 
peceeer aanwezige 
oolstof, berekend op 
C. van de vergiste 
glucose 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 2.91 gram 
barnsteenzuur is 4.44 gram 
glucose en 11.3 grammol aceet- 
aldehyde afgetrokken 


Producten 


Toegevoegde glucose. . . 


Teruggevonden glucose . CH 
Vergiste glucose ..... 

AZNGZUUL cas ema vine 3.48 — |—26.5 26.5 
WTS CATT ae Ae eA 3.54 ps La NP | _ 
Aethylalcohol . . . . | 2.82 — | 28.0 28.0 
Metkzitrsisn. «seks 11.8 59.9 | 59.9 59.9 
Barnsteenzuur .. . | 2.91 — — —11.3 

Totaal 95.0 | 96.2 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 0.95. 
Glucose vergist 69.0 %. 
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stammen) werden één week na de enting geanalyseerd. De aan- 
wezige glucose werd vrijwel volledig vergist. De hiermede aan 
het substraat onttrokken hoeveelheid koolstof werd practisch 
volledig teruggevonden in de uit de glucose ontstane dissimilatie- 
producten. De verhouding van waterstof en koolzuur eenerzijds 
en die van azijnzuur en aethylalcohol anderzijds naderden op 
bevredigende wijze tot 1. De koolzuur-waterstof-aceetaldehyde- 
balansen, berekend op de in den aanvang aangegeven wiize, 
gaven zeer bevredigende opbrengsten. Uit een en ander mag 
dus besloten worden, dat de glucosevergisting door paratyphus- 
bacterién zich met zeer groote waarschijnlijkheid laat voor- 
stellen volgens het in den aanvang behandelde algemeene 
vergistingsschema. En wel in het bizonder kan men hiervan zeg- 
gen, dat deze bacterién bij de glucosevergisting vrijwel volledig 
het mierenzuurschema volgen, m.a.w. het intermediair gevormde 
methylglyoxaalhydraat nagenoeg in zijn geheel omzetten tot 
aceetaldehyde en mierenzuur, welke laatste verbinding vrijwel 
kwantitatief in koolzuur en waterstof gesplitst wordt. Ook de 
veronderstelling dat het gevormde barnsteenzuur zijn ontstaan 
dankt aan een primaire C2—Ca splitsing van de koolstofketen 
van het glucosemolecuul, blijkt met de waargenomen feiten in 
overeenstemming te zijn. Tenslotte valt nog op, dat deze twee, 
op zeer verschillende tijdstippen uit faeces resp. urine van 
paratyphus-patiénten geisoleerde stammen een ook in quanti- 
tatief opzicht vrijwel gelijke glucosevergisting teweeg brengen. 


Glucosevergisting door normale paratyphusstammen in een 
milieu zonder natriumchloride. 


Ook hier verloopt de vergisting vlot en geeft in principe 
hetzelfde beeld te zien als zooeven besproken werd. Een typisch 
verschil met de vorige is echter het feit, dat de quotienten 
He/COe en azijnzuur/aethylalcohol, hoewel beide aan elkaar 
gelijk, toch aanmerkelijk van 1 afwijken. Hier heeft dus de ver- 
gisting van glucose niet geheel volgens het mierenzuurschema 
plaats gehad, doch heeft een deel van het methylglyoxaal- 
hydraat zich ontleed in pyrodruivenzuur en waterstof. Dit 
pyrodruivenzuur is dan verder ontleed in aceetaldehyde en kool- 
zuur. Een deel van dit aceetaldehyde zal gedismuteerd zijn tot 
aequivalente hoeveelheden azijnzuur en aethylalcohol, de rest 
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heeft een directe reductie door de zooeven genoemde waterstof 
ondergaan tot aethylalcohol. Koppeling van aceetaldehyde tot 
acetylmethylcarbinol en reductie van deze laatste verbinding 
tot 2—3 butyleenglycol heeft blijkbaar niet plaats gevonden. De 
Voges-Proskauer reactie was dan ook steeds negatief. Een en 
ander geeft de verklaring voor de van 1 afwijkende quotienten 
He/COz en azijnzuur/aethylalcohol. 

Wat hiervan de oorzaak is, resp. welke rol de aan- of af- 
wezigheid van natriumchloride in dit geval speelt, valt niet 
nader aan te duiden. Slechts zij opgemerkt, dat Scheffer ook 
een dergeliik geval beschrijft bij een vergisting van glucose door 
een colistam in peptonwater. Een en ander demonstreert weer 
eens te meer, hoezeer de details van een glucosevergisting van 
uitwendige omstandigheden (b.v. electrolyt-concentratie?) af- 
hankelijk zijn, zonder dat hierdoor de wijze van glucose- 
vergisting qualitatief aanzienlijk beinvloed behoeft te worden, 
een feit, waarop Scheffer en Braak beide de aandacht gevestigd 
hebben. 


Glucosevergisting door normale typhusbacterién. 


- De in de tabellen 4 en 4a gegeven analysecijfers sluiten 
zich geheel aan bij die, door Scheffer medegedeeld. De glucose 
wordt in belangrijk mindere mate vergist, dan door de gas- 
vormende stammen het geval is, een verschijnsel, waarop nog 
nader teruggekomen zal worden. Het quotient azijnzuur-/aethyl- 
alcohol is gelijk aan, resp. nadert de waarde 1. Er wordt, ook 
relatief, belangrijk meer mierenzuur gevormd dan door de gas- 
vormende bacterién het geval is; welk zuur niet verder in kool- 
zuur en waterstof gesplitst wordt. Opvallend is de in absolute 
waarde geringere (gerinzere glucosevergisting) doch relatief 
grootere hoeveelneid melkzuur, dat zijn ontstaan dankt aan de 
stabilisatie van methylglyoxaalhydraat. 

Dat de vergisting van glucose door typhusbacterién in een 
milieu, dat natriumchloride bevat, zich geheel laat voorstellen 
met behulp van het reeds meermalen genoemde vergisting- 
schema behoeft geen nader betoog. Men zij overigens hiervoor 
weder naar Scheffer verwezen. 
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Glucosevergisting door ,,gaslooze”’ en hieruit door passage 
over calciumformiaat verkregen ,,gasvormende” paratyphus- 
stammen. 


De vergistingen van glucose met deze stammen werden 
op geheel dezelfde wijze uitgevoerd als voor de normale typhus- 
en paratyphusstammen beschreven werd. De _ ,,gasloosheid” 
dezer stammen werd gedurende de gisting gecontroleerd, door- 
dat dezelfde apparatuur gebruikt werd als bij de gistingen met 
gasvormende microben. De hoeveelheid in de meetcylinder ont- 
wikkelde ,,waterstof’ was, na reductie op O° en 760 mm. 
(inclusief de correctie voor het hoogteverschil van de paraffine- 
niveaux binnen en buiten den meetcylinder, zie de bepaling van 
waterstof) steeds practisch gelijk aan het volume gas, dat door 
het bijvullen der gistkolf na afloop der gisting, met water, even- 
eens op O° en 760 mm. herleid. D.w.z. deze ,,waterstof” was 
in werkelijkheid slechts stikstof, uit de gistkolf afkomstig en 
gasvorming had niet plaats gevonden. De verkregen resultaten 
zijn verzameld in de onderstaande tabellen 5, 5a, 6, 6a, 7, 7a, 
-8, 8a, 9, 9a, 10 en 10a. 


jf; Wo weg BS 


Stam: ,,Nijmegen Urine’-gasloos. 
Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der in de 
& producten aanwezige 
S koolstof, berekend op 
6) C. van de vergiste 

glucose 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 2838 gram 
barnsteenzuur is 4.39 gram 
glucose en 12.6 grammol aceet- 
aldehyde afgetrokken 


Producten 


Toegevoegde glucose .. 6 
Teruggevonden glucose . 100 CO, H2 CH3;C— 
Vergiste glucose ..... 
AZUOZUBT. 6 3.29 1Hs5. — |—28.4 28.4 
Mierenzuur..... 3.13 9.3 BO ae PoOse = 
Aethylalcohol . . . . | 2.42 14.5 — | 27.2 Zio 
Melkzutirts 2 3). 0 - 11.2 51.4 64.3 | 64.3 64.3 
Barnsteenzuur .. . | 2.88 13.4 — — —12.6 
Totaal ...- 103.7 % 99.5 | 98.3 107.3 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 1.05. 
Glucose vergist 63.9 %. 
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TA BEL 34, 


Stam: ,,Nijmegen Urine’-gasloos. 
Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste giucose. Voor 2.28 gram 
barnsteenzuur is 3.4% gram 
glucose en 12.2 grammol aceet- 
aldehyde afgetrokken 


Procenten der in de 
producten aanwezige 
koolstof, berekend op 
C. van de vergiste 

glucose 


Producten 


Toegevoegde glucose. . iy | 
Teruggevonden glucose . CH3C— 4 
Vergiste glucose ..... 
AZ NZUUT e.g meen } 13:7 —— |— 25.7 25.7 
Mierenzuur.... . ; 9.4 le ele S!3 — 
Aethylalcohol. .. . ‘ 13.2 — | 247 24.7 
Melkzutita.. - <0 on care f 47.6 59.0 | 59.0 59.0 
Barnsteenzuur Poul -- _ —12.2 
Totaal 97.0 /, 94.1 | 93.1 97.2 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 1.04. 
Glucose vergist 48.9 %. 
eASS EL Or 


Stam: ,,Nijmegen Urine’’-gasvormend. 
Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der in de 
producten aanwezige 
koolstof, berekend op 
C. van de vergiste 
glucose 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 2.87 gram 
barnsteenzuur is 4.38 gram 
glucose en 7.9 el aceet- 

aldehyde afgetrokken 


Producten 


Toegevoegde glucose. . . 


Teruggevonden glucose . 
Vergiste glucose ..... 
Watersiof” “202 200 0.237 — — 38.7 
Koolzuur . SP nc ee LEC 12.4 43.2 —- _ 
Azijnzuur. . . ~ 15.04 15.7 — |—27.4 27.4 
Mierenzuur . . oe 1 Oi859 13] 4.0 4.0 — 
Aethylalcohol . . . . | 4.29 V5 — | 304 30.4 
Melkzuurcce) ee ae 12.3 38.5 44.6 | 44.6 44.6 
Barnsteenzuur .. . | 2.87 9.2 — —_— —T7.9 
othalicc eee. 94.4 91.8 | 90.3 94.5 
H2/COz = 0.90. 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 0.90. 
Glucose vergist 89.9 %. 
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TAB.EL’ 6a; 


Stam: ,,Nijmegen Urine’-gasvormend. 
Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der in de 
producten aanwezige 
koolstof, berekend op 
C. van de vergiste 
glucose 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 3.46 gram 
barnsteenzuur is 5.28 gram 
glucose en 10.1 grammol aceet- 

aldehyde afgetrokken 


Producten 


Toegevoegde glucose. . . 


Teruggevonden glucose . CHC 
Vergiste glucose ..... 
Waterstof ..... 0.255 — — | 43.8 = 
Koolzutrr < .) ois; 6.41 13.8 50.0 —_ — 
Azijnzuur 9) ee. 1015.02 18.8 — |—33.9 33.9 
Mierenzuur..... 0.863 1.4 6.4 6.4 — 
Aethylalcohol . . . . | 4.74 19.5 — | 35.4 35.4 
Melkzuur,. 2 «sr. 10.63 33.6 40.6 | 40.6 40.6 
Barnsteenzuur .. . | 3.46 11.2 — — —10.1 
iotaalt:.s «00> 98.3 9/o 97.0 | 92.3 99.8 
H2/CO2z = 0.88. 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 1.03. 
Glucose vergist 90.6%. 


f6 A258 Boy 


Stam: ,,Nijmegen faeces’-gasloos. 
Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der in de 
producten aanwezige 
koolstof, berekend op 
C. van de vergiste 
glucose 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 3.46 gram 
barnsteenzuur is 5.28 gram 
glucose en 13.4 grammol aceet- 
aldehyde afgetrokken 


Gram 


Producten 


Toegevoegde glucose... 
Teruggevonden glucose . 
Vergiste glucose .... 


Azinzour., «> =. > — |—18.3 18.3 
Mierenzuur..... 22.4 | 22.4 — 
Aethylalcohol. .. . — | 209 20.9 
MelEzZUU fee tan oe 7.30 | 73.0 73.0 
Barnsteenzuur — —13.4 


Totaal 95.4 | 98.0 98.8 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 0.88. 
Glucose vergist 73.2 %. 
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TABEL 7a. 


Stam: ,,Niimegen faeces”-gasloos. 
Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 2.8 gram 
barnsteenzuur is 4.36 gram 
glucose en 11.6 | aromas aceet- 

aldehyde afgetrokken 


Procenten der in de 
producten aanwezige 
koolstof, berekend op 
C. van de vergiste 
glucose 


Producten 


Toegevoegde glucose. . . 


COs, | Hang w Ciaaaars 


Teruggevonden glucose . 


Vergiste glucose ..... 
AZINZUUUT. sn meets 3.09 15.4 — |—28.4 28.4 
Mierenzuur.... . 3.95 11.1 41.1 | 41.1 
Aethylalcohol . . . . | 2.78 15.6 
Melkzuur. . ae ae 12.24 52.8 
Barnsteenzuur .. . | 2.86 12.5 

Totaal ame 4 107.4 %o 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 0.99. 
Glucose vergist 64.3%. 


TAB Ele 8. 


Stam: ,,Nijmegen faeces’-gasvormend, 
Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der in de 
= producten aanwezige 
S koolstof, berekend op 
Ss C. van de vergiste 
glucose 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 2.38 gram 
barnsteenzuur is 3.63 gram 
glucose en 5.7 grammol aceet- 

aldehyde afgetrokken 


Producten 


Toegevoegde glucose. . . 
Teruggevonden glucose . 


H2 


Vergiste glucose ..... 
WidtersiOle sss se 0.213 — — | 30.2 —_ 
Koolziutir os a e 5.03 9.7 S25 —_— _ 
AZUNZU fee. teas Se leone 16.2 — |—27.1 a fy | 
Mierenzuur..... 1.18 AM) HRS TPS: — 
Aethylalcohol . . . . | 3.83 14.1 _ 23.6 23.6 
MeleziGrice cna 17.6 49.9 55.5 | 55.5 55.5 
Barnsteenzuur .. . | 2.38 6.9 — _ —5.7 
photaal See. 99.0 /, 95.3 | 89.5 100.5 
H2/CO2 = 0.94. 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 1.13, 
Glucose vergist 99.9 %. 


189 
TABEL 8a. 


Stam: ,,Nijmegen faeces”-gasvormend, 
Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der in de 
producten aanwezige 
koolstof, berekend op 
C. van de vergiste 
glucose 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 0.84 gram 
barnsteenzuur is 1.28 gram 
glucose en 1.9 grammol aceet- 
aldehyde afgetrokken 


Producten 


Toegevoegde glucose. . 
Teruggevonden glucose . 
Vergiste glucose ..... 


Waterstof ..... 
Koolzutur-...-1--#-4,% §. 
AZIUNZUUT. -) pak |. 
Mierenzuur..... 
Aethylalcohol. . . . 
Melkzutr.« « .-. . 
Barnsteenzuur 


Totaal 


H2/CO2 = 0.97. 
Azijnzuur/Aethylalcohol = 0.97. 
Glucose vergist 99.9 %. 


TABEL 9. 


Stam: ,,Schiedam’-gasloos. 
Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der in de 
producten aanwezige 
koolstof, berekend op 
C. van de vergiste 
glucose 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 2.24 gram 
barnsteenzuur is 3.42 gram 
glucose en 7.4 grammol aceet- 
aldehyde afgetrokken 


Producten 


Toegevoegde glucose. . . 


Teruggevonden glucose . CH,e=O 
Vergiste glucose ..... 
Azijnzuur. ..... b 13.3 — |- 22.9 22.9 
Mierenzuur..... 4.33 10.7 36.7 | 36.7 — 
Aethylalcohol . ano up oske 15.4 — 26.5 26.5 
Melkzuur.... - 112.20 46.1 52.9 | 529 52.9 
Barnsteenzuur .. . | 2.24 8.6 —_— _ —7.4 
Totaal 94.1 %/, 89.6 | 93.2 94.4 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 0.87. 
Glucose vergist 73.1 %. 
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TA BELFP9'a: 


Stam: ,,Schiedam’-gasloos. ‘ 
Mediuni: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 2.03 gram 
barnsteenzuur is 3.10 gram 
glucose en 69 grammol aceet- 
aldehyde afgetrokken 


Procenten der in de 
producten aanwezige 
koolstof, berekend op 
C. van de vergiste 

glucose 


Producten 


Toegevoegde glucose... 
Teruggevonden glucose . 
Vergiste glucose ..... 


Aziinzuuty..a-0eree 
Mierenzuur..... 
Aethylalcohol . . 
Melkzuur...... 
Barnsteenzuur 


Totaal 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 1.05. 
Glucose vergist 70.9%. 


TABEL 10. 


Stam: ,,Schiedam’-gasvormend. 
Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der in de 
=} producten aanwezige 
gS koolstof, berekend op 
oO C. van de vergiste 

glucose 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 3.03 gram 
barnsteenzuur is 4.62 gram 
glucose en 7.5 Gann aceet- 

aldehyde afgetrokken 


Producten 


Toegevoegde glucose. . . 
Teruggevonden glucose . 
Vergiste glucose ..... 


Waterstof 
Koolzutite.s. ) cee 
INA VAOTS 5 aE 
Mierenzuur..... 
Aethylalcohol . . . 
Melkziiur’. <.°%.. 374< 
Barnsteenzuur 


Totaal 


Ha/CO2 = 1.05. 
Azijnzuur/Aethylalcohol = 0,93. 
Glucose vergist 99.4%. 
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TABEL 10a. 
Stam: ,,Schiedam’”-gasvormend. 


Medium: 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 
rr cr er ee REESE SEES 


Procenten der in de 
producten aanwezige 
koolstof, berekend op 
C. van de vergiste 
glucose 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 2.87 gram 
barnsteenzuur is 4.38 gram 
glucose en 7.3 grammol aceet- 

aldehyde afgetrokken 


& 
Producten s 
6) 


Toegevoegde glucose. . . 
Teruggevonden glucose . 


CO, | H, CH,C 


—H 

Vergiste glucose ..... 
Waterstof .... 0.362 -- _ 54.0 = 
Koolzuur...... 8.41 16.8 58.4 — — 
Azijnzuur. ..... 6.96 20.1 — |—34.6 34.6 
Mierenzuur..... 0.636 1.2 4l 4.1 —_ 
Aethylalcohol . . . . | 5.28 19.9 — | 342 34.2 
Melkzutres, <2) nas 10.24 - 29.7 34.0 | 34.0 34.0 
Barnsteenzuur .. . | 2.87 8.4 — _— —7.3 

dotaal@eu . o:) . 96.1 °/, 96.5 | 91.7 95.5 
H2/CO2 = 0.95. 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 101. 
Glucose vergist 99.4%. 


Bij beschouwing van deze vergistingsbalansen valt dadelijk 
op de overeenkomst van de ,,gaslooze”’ glucosevergistingen met 
de typhus-balansen eenerzijds en anderzijds de glucosevergis- 
ting door de ,,zasvormende” stammen met de normale para- 
typhus-gistingen onder dezelfde omstandigheden (d.w.z. onder 
toevoeging van 0.5% natriumchloride). 

Of, anders uitgedrukt, de ,,gaslooze’’ stammen breken het 
glucosemolecuul op dezelfde wijze af als een typhusstam. In 
beide gevallen zijn de azijnzuur/alcohol quotienten practisch 
gelijk aan 1. In beide gevallen wordt een aanzienlijke hoeveel- 
heid mierenzuur ongesplitst in het uitgegiste milieu aangetroffen 
en door beide bacteriestammen wordt het barnsteenzuur (steeds 
in ongeveer gelijke hoeveelheden) zeer waarschijnlijk gevormd 
door een directe splitsing van het glucosemolecuul in ketens 
met resp. 4 en 2 C-atomen. Ook de ,,gaslooze” paratyphus- 
stammen vergisten de glucose in één week slechts onvolledig. 

De vergistingen met de uit de ,,gaslooze’”-kunstmatig ver- 
kregen ,,gasvormende” paratyphusstammen onderscheiden zich 
wezenlijk in niets van de glucose Vergistingen door de normale 
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paratyphusstammen teweeg gebracht. In beide gevallen zijn de 
quotienten H2/COe2 en azijnzuur/aethylalcohol onderling gelijk 
en naderen tot de waarde 1. 

De bij deze gistingen optredende waterstof en koolzuur 
danken hun ontstaan dus, evenals dat bij de glucosevergisting 
door paratyphusbacterién het geval is, met hooge mate van 
waarschijnlijkheid aan de ontleding van intermediair gevormd 
mierenzuur, waarvan in beide gevallen slechts een kleine hoe- 
veelheid onontleed in het uitgegiste substraat teruggevonden 
wordt. Ook de vorming van barnsteenzuur blijkt bij de ver- 
gistingen door de gasvormend gemaakte, oorspronkelijk gas- 
looze paratyphusstammen ongedwongen door de reeds meer- 
malen genoemde Cs—Ce splitsing verklaard te kunnen worden. 
In alle gevallen leidt de toetsing met behulp van de koolzuur- 
waterstof-aceetaldehyde balansen tot zeer bevredigende resul- 
taten. Slechts de gasvormende ,,Nijmegen faeces”-stam (Tabel- 
len 8 en 8a) vormt iets meer melkzuur dan de gistingen met 
de contrédle stammen te zien geven, doch dit feit kan moeilijk 
als een wezenlijk verschii aangemerkt worden. Dat twee ver- 
gistingen met denzelfden stam, maar op verschillende tijden 
en dus zeker niet onder precies dezelfde omstandigheden uit- 
gevoerd niet geheel hetzelfde quantitatieve beeld te zien geven, 
behoeft geen verwondering te wekken. (Men zie bijv. de beide 
vergistingen met de gasvormende Nijmegen faeces stam (Tabel 
8 en 8a) wat betreft de gevonden hoeveelheden barnsteenzuur). 
In alle beschreven gevallen wordt de ontleding van de glucose 
practisch uitsluitend via het mierenzuurschema tot stand ge- 
bracht. 

Resumeerende kan dus gezegd worden, dat de afbraak van 
het glucosemolecuul onder de gekozen omstandigheden door 
paratyphusbacterién op analoge wijze plaats vindt als dit voor 
typhusbacterién het geval is, met dit verschil echter dat de 
paratyphusbacterién het intermediair gevormde mierenzuur ont- 
leden in aequivalente hoeveelheden koolzuur en waterstof, een 
prestatie, waartoe de typhusbacterién niet in staat zijn. 

De glucosevergisting door de ,,gaslooze” paratyphusbacterién 
vertoont volkomen hetzelfde beeld als de typhusgistingen, 
daarentegen breken de uit deze stammen verkregen ,,gas- 
vormende” kweken de glucose af, geheel analoog aan ,,normale” 
paratyphusbacterién. 
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De onvolledige glucosevergisting door typhus- en »2AS~ 
looze’”’ paratyphusbacterién. 


Zeer opmerkelijk is het reeds terloops medegedeelde feit, dat 
de gasvormende kweken een 2 %: glucoseoplossing (+ 36 gram 
in 1800 ccm cultuurvloeistof, 1 % pepton bevattende) in een 
week nagenoeg volledig vergisten, terwijl de gaslooze stammen, 
de gebruikte typhusstam hierbij inbegrepen, steeds slechts een 
gedeeltelijke vergisting, varieerende tusschen 48 en 73 % weten 
te bewerkstelligen. 

Een en ander vindt men in tabel 11 overzichtelijk bijeen 
gevoegd. 


LABEL 11, 


Percentage van de toegevoegde glucose, door de verschillende 
stammen vergist. 


Gasvormende stammen | Gaslooze stammen 


Stam 


Of ver- 
giste 
glucose 


55.3 
69.0 
63.9 
48.9 
73.2 
64.3 
73.1 
,»schiedam” gasloos..... 70.9 
n»schiedam” gasloos..... 96.7 


98.1 
99.5 
89.3 
89.5 
89.9 
90.6 
99.9 
99.9 
99.4 
99.4 


1) Medium 1= 1% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 


453 u. m. 1933 (contréle)... . 
203 f. e. 19832 ( id. ). 
Dsuimes9se4() ids)”, «ans 


1 Typhus 949 1933 (contréle) . 

1 

2 
453usm1933°C" ‘id. ys. 2. | 2 

1 

1 

1 

1 

1 

1 


Typhus 949 1933 ( id. ) . 
»Nijmegen-Urine” gasloos. . 
»Nijmegen-Urine” gasloos. . 


»Nijmegen-Urine” gasvormend »Nijmegen-faeces” gasloos 


»Nijmegen-Urine” gasvormend »Nijmegen-faeces” gasloos 


»Nijmegen-faeces” gasvormend »schiedam” gasloos ..... 


»Nijmegen-faeces” gasvormend 
,ochiedam” gasvormend . 
,ochiedam” gasvormend . 


2% Krijt. 

Pa 2 = 1% Peptonwater, zonder Natriumchloride, 2% Glucose, 
2% Krijt. 

% 3 = 3% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 
2% Krijt. 


Ook Scheffer wijst hierop. Hij verkreeg bij glucosevergis- 
tingen, onder met onze proeven vergelijkbare omstandigheden, 
door twee dysenteriestammen slechts een 30—33 % vergisting. 

Stelt men zich de vraag, wat hiervan de oorzaak kan zijn, 
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dan valt als eenig verschil van principieelen aard tusschen beide 
glucosevergistingen het feit op, dat zich gedurende de ver- 
gisting van glucose door ,,gaslooze” stammen een niet onbe- 
langrijke hoeveelheid calciumformiaat ophoopt, terwijl dit for- 
miaat, m.m. het hiermede overeenkomende mierenzuur door de 
gasvormende stammen nagenoeg geheel in koolzuur en water- 
stof gesplitst wordt. Aan het eind der vergistingen is de mieren- 
zuurconcentratie het tienvoudige van die eener ,,zasvormende” 
vergisting. 

Uit onderzoekingen van Stephenson en Stickland (17) valt 
o.a. af te leiden, dat de afbraak van glucose in hoofdzaak plaats 
vindt door jonge, levenskrachtige, resp. zich krachtig ver- 
meerderende cellen. Dit komt geheel overeen met onze eigen 
waarnemingen bij de vergistingen met gasvormende stammen. 
Nadat de gistkolven geént waren, duurde het ca. 12 uur, voor- 
dat de gisting flink op gang kwam. Daarna was de ontwikkelde 
hoeveelheid waterstof in de volgende 2 X 24 uur steeds grooter 
dan in de daarop volgende 4 X 24 uur, hetgeen parallel gaat 
met de vermindering van het aantal levende kiemen (Zie Pot 
en Tasman (18)). 

Eisenberg (19) constateerde, dat het formiaatanion een 
merkbare remmende werking op de ontwikkeling van diverse 
microOrganismen uitoefende. Het is dus zeer goed denk- 
baar, dat de aanzienlijk grootere formiaatconcentratie bij de 
,»gaslooze” vergistingen, onder overigens gelijke omstandig- 
heden den groei van deze bacterién veel sterker remt, dan door 
de zeer geringe formiaatconcentratie bij de ,,zasvormende” 
vergistingen het geval zal ziin. Hierdoor zou dus de geringere 
glucose vergisting verklaard kunnen worden. 

Dat de remmende werking van dit anion sterk beinvloed 
wordt door bijkomstige omstandigheden is ook reeds meer- 
malen aangetoond (Behring, Krénig en Paul, Chick en Mar- 
tin (20)). Een grooten invloed zullen de andere voedingsbronnen 
van het substraat hierop uitoefenen. Wij hebben dit kunnen 
aantoonen, door een glucosevergisting door de gaslooze ,,Schie- 
dam”-stam uit te voeren in een medium, dat naast dezelfde 
concentraties aan glucose en krijt, 3 % pepton inplaats van 1 % 
pepton bevatte, zooals in al onze andere proeven het geval was. 
De resultaten hiervan vindt men in tabel 12 vermeld. 
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TAB E. Lal 2. 


Stam: ,,Schiedam’-gasloos. 
Medium: 3% Peptonwater, 0.5% Natriumchloride, 2% Glucose, 2% Krijt. 


Procenten der in de 

& producten aanwezige 

Producten Ss koolstof, berekend op 
(e) C. van de vergiste 

glucose 


Grammol per 50 grammol ver- 
giste glucose. Voor 2.43 gram 
barnsteenzuur is 3.71 gram 
glucose en 6.5 grammol aceet- 
aldehyde afgetrokken 


Toegevoegde glucose 


Teruggevonden glucose . 

Vergiste glucose ..... 

AZUNZUUE se 3.41 10.6 — |—18.0 18.0 

Mierenzuur.... . 3.39 6.9 23.3 | 233 — 

Aethylalcohol . . . . | 2.39 9.7 — | 16.4 16.4 

MeKZUUr een tepes Us 21.30 66.5 74.8 | 74.8 74.8 

Barnsteenzuur .. . | 2.43 THY — === —6.5 
Lotaalivc eet: 101.4 °/ 98.1 | 96.5 102.7 


Azijnzuur/Aethylalcohol = 1.09. 
Glucose vergist 96.7 %. 


Hieruit is te zien dat de hoogere peptonconcentratie bliik- 
baar een dusdanig gunstigen invloed heeft op de _ bacterie- 
ontwikkeling, resp. celdeeling, dat de glucose, ondanks de aan- 
wezigheid van ruim 3 gram mierenzuur in het uitgegiste sub- 
straat, voor bijna 97 %vergist wordt. Dat deze vergisting 
overigens op geheel analoge wijze plaats vindt als bii alle andere 
»zaslooze” vergistingen het geval is, behoeft geen nader be- 
toog. Stephenson en Stickland (21) konden geen aanwijzingen 
voor een remmende werking van formiaat in de boven aan- 
gegeven wijze vinden. Hun kiemtellingen strekken zich echter 
uit over een tijdsverloop van 7 uur na de toevoeging van het 
tormiaat, gedurende welken tijd de ontwikkeling der bacterie- 
cultuur zich nog in het logarithmische stadium bevindt. Onze, 
hierboven gegeven beschouwingen hebben echter betrekking op 
een veel grooter tijdsverloop, gedurende hetwelk de bacterién 
al lang de logarithmische fase gepasseerd zullen zijn. 


Samenvatting. 


1°. Er werd een overzicht gegeven van de reacties, welke 
zich afspelen bij de trapsgewijze glucosevergisting door bacte- 
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rién der coli-typhusdysenteriegroep. Al deze reacties laten zich 
volgens Kluyver, Scheffer, Braak e.a. in é¢n overzichtelijk en 
in zijn onderdeelen samenhangend schema onderbrengen. De 
consequenties van en de eischen aan een dergelijk vergistings- 
schema te stellen, werden besproken. 

2°, Er werd een overzicht gegeven van de ter bepaling 
van de bij dergelijke vergistingen optredende reactieproducten 
waterstof, koolzuur, azijnzuur, mierenzuur, aethylalcohol, melk- 
zuur, barnsteenzuur en glucose te bezigen analysemethodiek. 

3°. Naast enkele contréleproeven met ,,normale” typhus- 
en paratyphusstammen werden proeven beschreven, waarbij 
glucose onder anaerobe voorwaarden vergist werd door drie 
,»zaslooze” en hieruit, door passage over een calciumformiaat- 
houdenden voedingsbodem verkregen ,,gasvormende”’ para- 
typhusstammen. 

4°. De typhusstam bleek de glucose op geheel overeenkom- 
stige wijze te vergisten als de ,normale” paratyphusstammen, 
met dit verschil echter, dat de laatste bacterién het intermediair 
gevormde mierenzuur ontleden in aequivalente hoeveelheden 
koolzuur en waterstof, een vermogen dat de typhusbacterién 
niet bezitten. 

5°. De,,gaslooze” stammen vergistten de glucose op geheel 
overeenkomstige wiize als de typhusstam dit deed; de hieruit 
verkregen ,,zasvormende” stammen gaven een vergisting, over- 
eenkomende met de ,,contréle” paratyphus-gistingen. 

6°. Op een merkwaardigen invloed van de al.of niet aan- 
wezigheid van 0.5 % natriumchloride in het vergistingssubstraat 
werd de aandacht gevestigd. 

7°. De gasvormende kweken vergistten de toegevoegde 
glucose practisch volledig. De gaslooze kweken leverden onder 
overigens gelijke omstandigheden steeds een onvolledige ver- 
gisting der glucose op (varieerende tusschen 48 en 73 %). De 
verklaring van dit feit werd gezocht in de remmende werking 
van het bij de gaslooze vergistingen optredende mierenzuur, 
dat door de gasvormende microérganismen in koolzuur en 
waterstof wordt ontleed. 


SUMMARY. 


In this communication certain experiments are described 
in which glucose is fermented under anaerobic conditions by 
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gasless, and, from this, obtained by passing over a calcium- 
formate culturemedium, gas-forming paratyphus strains. When 
comparing these fermentations with such experiments, in which 
the glucose is fermented by ,,normal” typhus- and paratyphus 
Strains, it appears that all the micro-organisms mentioned fer- 
ment the glucose in an entirely similar manner, provided that 
the formic acid formed during fermentation is broken down to 
hydrogen and carbonic acid gas by the gas-forming cultures, 
a result which the gasless micro-organisms are not able to 
produce. 

Attention is called to a number of accessory phenomena, 
such as the influence of the presence or absence of 0.5 % 
natrium chloride in the culture liquid, and the lesser glucose 
fermentation by the gasless strains, and an explanation of 
this latter phenomena is sought for in the presence of un- 
broken natriumformate. 
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Een geval van Gasgangreen, waarbij de bacil 
van Welch gekweekt kon worden. 


DOOR 


J. E. MINKENHOF, assistent. 


Zooals bekend is de bacil van Welch onder bepaalde om- 
standigheden in staat gasgangreen te verwekken. 

Om de mogelijke ontstaanswijze van het ziektegeval, dat 
ik wilde mededeelen, beter te kunnen benaderen, zou ik dezen 
zin kort willen toelichten. 

De bacil van Welch dan, is een der wijdst verbreide micro- 
organismen, dat men kent. Bijna overal op onze aarde lukt het 
de bacil uit den bodem, vaak uit het water, te kweeken. Dien- 
tengevolge is de aanwezigheid in stof, kleeren, op schoenen, etc 
niet verwonderlijk. Verder heeft men het altijd in dierkadavers 
gevonden, doch ook bij de levende dieren en menschen voelt 
hij zich volkomen thuis: Het is een normale, onschuldige darm- 
vewoner, die met niet te veel moeite uit de ontlasting te kweeken 
is; sommige onderzoekers toonden hem in het speeksel aan, 
terwijl hij ook lang niet zelden bleek te behooren tot de flora 
van vagina en cervix. 

Men heeft deze ubiquitaire bacil in verband gebracht met 
zuigelingendiarrhole en melaena neonatorum, met meer recht 
echter met de zg. ,,Lamb-dysentery” in Engeland, sinds 1892 
(Welch en Nuttal) met een der schrikwekkendste ziektebeelden, 
dat men kent: het gasgangreen. (Wellicht doet men beter het 
voorstel van Aschoff te volgen, door deze ziekte Gasoedeem 
te noemen, daar geheel onafhankelijk van het Clostridium, dat 
bij den patiént gekweekt kan worden, nu eens het oedeem op 
den voorgrond staat — vroeger noemde men dezen vorm 
maligne oedeem — dan weer -het gas overheerscht, terwij] 
gangreen bij beide vormen kan voorkomen). 
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De omstandigheden, waar ik op doelde, die de bac. van 
Welch (of een andere pathogene anaerobe bacil) beslist moeten 
vergezellen, opdat een wond tot gasoedeem leidt, zijn van zeer 
verschillenden aard. Een groot aantal factoren komen naast de 
anaerobe bacil voor de pathogenese in aanmerking. 

In de eerste plaats moet het letsel van dien aard zijn, dat 
contact van de diepe deelen met aarde direct of indirect 
mogelijk is geweest. Dit zal het geval zijn bij die verwondingen, 
waarbij bv. botfragmenten of spierflarden, die bij de behande- 
ling geheel of gedeelteliik gereponeerd worden, met aarde 
of bevuilde kleeren in aanraking kwamen, een toestand, die men 
vooral aan zal treffen bij gecompliceerde fracturen, verplette- 
ring door overrijdingen, etc. Hetzelfde wordt natuurlijk ook 
bereikt, wanneer andersom met stof of aarde beladen vreemde 
lichamen, zooals machine-onderdeelen, kleerflarden, messen, 
kogels of granaatsplinters, in het lichaam dringen. In beide ge- 
vallen wordt de mogelijkheid geopend, dat diep in het weefsel, 
betrekkelijk verstoken van de atmosferische zuurstof, anaerobe 
bacillen aanwezig kunnen zijn. 

Van groot belang is de toestand van de locale circulatie: 
functiestoornis der groote vaten door beknelling, verscheuring 
of therapeutische afbinding, bloedige doordrenking en klem- 
mende verbanden kunnen noodlottig zijn, daar hierdoor de zuur- 
stof-voorziening wordt geschaad en in verband met de slechte 
voeding weefselversterf in de hand wordt gewerkt. In doode 
weefselstukjes nl., door verbrijzeling, afscheuring of bloedvat- 
laesies ontstaan, voelen de Clostridién zich zeer aangenaam. 

Noodig is de infectie met één, meestal meer, pathogene 
anaerobe bacillen. Voor den mensch komen in aanmerking: 
1. de Bac. van Welch (aerogenes capsulatus (Welch-Nuttal), 
phlegmones emphysematosae (Frankel), enteritides sporogenes 
(Klein), perfringens (Veillon-Zuber), saccharobutyricus immo- 
bilis (Schattenfroh-Grassberger), 2. de Bac. van Novy (oede- 
matiens, oedematis maligne No. II), 3. het ,,Vibrion” Septique 
(Pasteur) (oedematis maligni! (Koch), septicus, Pararausch- 
brand bac.) en de 4. Bac. Histolyticus. (Bac. Chauvoei speelt 
voor zoover bekend is in de menschelijke pathologie geen rol.) 

Begunstigd werken naar men meent andere niet-pathogene 
anaerobe bac. (zooals bv. de bac. ,,Tertius’” (Henry), die als 
derde vaak bij het gasoedeem van den mensch gekweekt wordt), 
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terwijl verontreiniging met aerobe microdrganismen, vooral die, 
welke veel zuurstof noodig hebben, (bv. de pyocyaneus) de 
groeikansen der anaerobe bacilen zeker zullen vergrooten. 

Tenslotte zullen de algemeene toestand, het eventueele 
bloedverlies, (ook met het oog op de locale bloedsvoorziening), 
de voedingstoestand, misschien zelfs een mogelijk aanwezige 
Staat van uitputting, hun invloed op het wel of niet ontstaan van 
het gasoedeem kunnen doen gelden 

Met al deze factoren moet men wel rekening houden, ge- 
zien het feit, dat men in den wereldoorlog practisch bij alle 
gewonden, die later geen gasoedeem kregen, als men het onder- 
zoek er op instelde, pathogene anaerobe bac. kon kweeken, 
(soms nog 12 dagen na het trauma). In dit verband zijn ook die 
gevallen van gasoedeem, jaren na de verwonding ontstaan, 
zeker een steun voor de opvatting, dat de bacillen alleen de 
ziekte niet kunnen veroorzaken. 

(De pathogenese van het gasgangreen van de inwendige 
organen — darm, urogenitaalstelsel, etc. — zijn hier opzettelijk 


. buiten beschouwing gebleven). 


Aan de ziektegeschiedenis van een patiéntje, dat dezen 
zomer in het ziekenhuis werd opgenomen, ontleen ik met de 
welwillende toestemming van den behandelenden arts. Dr. Knap- 
per, het volgende: 

Midden Juli werd een, tevoren volkomen gezond, 11-jarig 
jongetie ’s avonds laat wegens een gecompliceerde onderarms- 
fractuur opgenomen. 


I. Den vorigen dag was hij in een speeltuin in Weesp 
gevallen, waarbij hij den arm gebroken had. Bij navraag bleek, 
dat deze speeltuin was ingericht op een grasveld, waar tevoren 
koeien geloopen hadden. De huisarts desinfecteerde de wond 
en spalkte den onderarm. 


II. Bij binnenkomst in het ziekenhuis werd vastgesteld, 
dat de radius + 15 cM., de ulna ongeveer 10 cM. boven het 
polsgewricht was gebroken, met een duidelijke dislocatie ad 
latitudinem cum contractione. De slechts 1 cM. lange huidwond, 
waarschijnlijk veroorzaakt, doordat een der ulna-fragmenten 
de huid even aangeprikt zal hebben, bevond zich aan de volaire 
ziide van den onderarm, eveneens ongeveer 10 cM. boven het 
polsgewricht. Patiént had geen koorts, de wond werd voor- 


202 


loopig ,,gepikrineerd”, en daar de wond er goed uitzag, werd 
geen excisie verricht. 


III. Den volgenden dag werd een draad volgens Kirchner 
ingebracht, door de distale uiteinden van de radius en de ulna, 
om op deze wijze een rekverband te kunnen aanbrengen. 
De huidwond werd opnieuw met pikrinezuur gedesinfecteerd 
en verder opengelaten. Om den pols, waardoor de ,,spijker’” was 
ingebracht, werd, zooals dat de gewoonte is, een stijf sluitend 
verband gelegd, waaronder in dit speciale geval toevallig ook 
de primaire wond lag. In den loop van den dag liep de tem- 
peratuur op tot 39°. Het verband werd daarom afgenomen, en 
de wond, die iets stonk, werd met Burrow verbonden; de pols 
werd nu zoodanig omwikkeld, dat de huidwond er buiten viel. 


IV. Weer een dag later maakte de patiént, ondanks de 
nog iets hoogere temperatuur, geen slechten indruk. De wond, 
waaruit nu een weinig pus kwam, werd opnieuw vochtig ver- 
bonden. 


V. De hierop volgenden dag maakte patiént een sterk 
toxischen indruk. ’s Avonds had hij 40,2°. De onderarm was 
gezwollen en vertoonde bij druk geringe crepitatie, proximaal 
van de wond. Nergens was eenige verkleuring te bespeuren. 
(Crepitatie wordt meer in de omgeving van wonden waarge- 
nomen en berust meestal op de aanwezigheid van lucht, aan 
gangreen hoefde nog niet gedacht te worden.) 


VI. Den volgenden morgen had patiént duideliik gasgan- 
green: de onderarm was sterk gezwollen, blauwzwart verkleurd 
en koud, hier en daar bedekt met gas- en vochthoudende blaren 
en verspreidde een doordringenden, zoetigen stank. De weeke 
deelen vertoonden een duidelijke crepitaite bij druk. De boven- 
arm was in het distale deel eveneens gezwollen, vertoonde een 
vleks- en streepsgewiijze roodbruine verkleuring, welke zich 
langs de venen tot aan den oksel voortzette. Nergens had patiént 
pijn. Het bewustzijn was vrij normaal. 

De geheele arm werd geéxarticuleerd. Oogenschijnliik 
waren de weeke deelen in den oksel normaal. In de omgeving 
van de wond werd 40 cc gasoedeem-serum gespoten. (Het 
Hollandsche serum bevat een mengsel van tegen de B. Welchii 
B. Histolyticus, vibr. septique gerichte sera). 
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’s Nachts succombeerde het patiéntije. 

Het spierweefsel van den onderarm was bruin tot zwart 
verkleurd en had een geleiachtige consistentie. Sectie kon ver- 
der niet worden verricht. 

Direct na de exarticulatie puncteerde ik den onderarm 
boven de wond, den bovenarm vlak boven het elleboogsgewricht. 
Tijdens de punctie, waarbij vrij gemakkelijk een donkerrood 
bloederig vocht werd opgezogen, ontsnapte een weinig, pene- 
trant zoet-ruikend gas. : 

Het vocht werd in gesteriliseerde melk opgevangen en op 
bloedplaten uitgestreken. Er werd gekweekt in een droogklok, 
(waarin pyrogallol plus NaOH) welke luchtledig gezogen was 
en wel bij 37°. Deze methode van anaerob kweeken werd door 
mij gekozen, omdat ze vrij eenvoudig is, en op betrouwbaarheid 
aanspraak kan maken 4). 

In de eerste plaats kweekte ik hieruit een anaerobe bacil, 
die zich op grond van zijn morphologische, cultureele en bio- 
chemische eigenschappen en de proef op dieren als een bacil 
van Welch deed kennen: 

Het microdrganisme groeit alleen goed onder anaerobe ver- 
houdingen. Het is een onbeweeglijke, plompe, groote staaf met 
afgeronde hoeken, zonder aanhangsels, ongeveer 3—8 v lang, 
ruim 1 “ breed. Ze liggen afzonderlijk, een enkele maal in 
v-vorm, soms tot korte draden gegroepeerd, slechts enkele zijn 
‘gekromd (afb. I). In zeer jonge culturen zijn ze Gram positief, 
zeer spoedig echter Gram negatief (soms slechts gedeeltelijk, 
by. de polen negatief, het midden positief, of omgekeerd.) Vol- 
gens Zeissler berust het geheel of gedeeltelijk Gram negatief 
zijn misschien op de zuurontwikkeling in de koolhydraat-bevat- 
tende voedingsbodems, wellicht zijn de bacillen reeds dood, ze 
sterven namelijk door het zuur dat ze zelf vormen. 

Bij herhaling heb ik getracht sporen zichtbaar te maken 
en wel zonder succes (kleurmethode van Klein), wat bij de bacil 
v. Welch geen ongewone ervaring is. Ik gebruikte daarvoor 
de door Zeissler aanbevolen agar, waarin zich 2—3 prom. soda 
bevindt (die het gevormde zuur zou binden). Verhitting van 


1) Vooral ook, omdat ik altijd in ons gebouw op de afdeeling van 
Dr. Smit een gastvrije exsiccator vond. Tevens dank ik den Heer Kauffmann 
en Mej. Ris voor de tallooze adviezen, die voor het gelukken van de Welch- 
isolatie zeker onontbeerlijk zijn geweest. 
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een cultuur gedurende een kwartier op 70°, deed de doorenting 
echter niet mislukken, waarmee de sporen wel physiologisch 
waren aangetoond. (De vegetatieve vorm zou boven 65° dood 
gaan). 

Op de gewone bloedplaat vormt de bacil een ongeveer 
ronde, bij sterke vergrooting niet geheel gladde, grauwwitte, 
sterk haemolytische kolonie. Op de bloedplaat volgens Zeissler. 
waarop de verschillende anaerobe bacillen zoo karakteristiek 
groeien, dat Zeissler zelf daarop alleen al met groote mate van 
waarschijnlijkheid de diagnose kan stellen, werd eveneens uitge- 
zaaid. (De plaat bevat agar met 2% glucose, 20% bloed). De vlak 
bolle, + gladde kolonies zijn rond tot ovaal en vertoonen, nadat 
zuurstof eenige uren is toegelaten, een lichtgroene kleur. Midden 
op de kolonie bevindt zich soms een bruine band, soms een 
aanvankelijk klein cirkelvormig bruin centrum. De kolonies 
worden door een geelbruine niet doorzichtige hof omgeven, 
terwijl de rest van de sterk naar boterzuur riekende plaat, 
bruin blijft. De genoemde typen kolonies beantwoorden aan de 
afbeelding, die Zeissler van de Bac. van Welch geeft. 

In lever-bouillon is reeds na 4 uur een sterke troebelig, 
boterzuur- en schuimvorming aanwezig. 

In melk ontstaat in 1—2 dg. een sterke stolling. 

De twee dg. bij 37° bebroede gelatine blijft bij lage tem- 
peratuur vloeibaar (bij 24° is de groei te langzaam). 

De koolhydraat-omzettingen zijn als volgt: glucose: z. + g.. 
lactose: z. + g., mannitol: weinig g., geen z., maltose: z. + g., 
saccharose: z. + g., amylum: z. + g., inuline: z. + g., glyce- 
rol: z., salicine: b. (Cl. Welchii I, Bergey 1930). Voor de 
K.H.-omzettingen werd gebruik gemaakt van een 1 % opl. in 
vleeschbouillon. 

Op agar en op Endo is de groei tamelijk slecht. 

Hoewel het voor de verdere differentiatie volgens Zeissler 
niet noodig is, werd de dierproef gedaan: 

2 caviae kregen in de geschoren buikhuid 0,5, 2 muizen 
0,1 cc. van een 24 uur oude lever-bouillon-cultuur. Den volgen- 
den dag was een cavia dood. Op de buikhuid bevond zich een 
guldens-groot, blauwgroen huiddefect. De buikwand vertoonde 
eveneens een hiaat, waar doorheen een convoluut darmen te 
voorschijn kwam. In de buikholte bevond zich wat gas en vrij 
vocht, waarin Clostr. Welchii werd aangetoond. 
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De muizen waren eveneens gestorven, vertoonden alleen 
wat bloederig peritoneaal-vocht, waaruit, evenals uit het harte- 
bloed, Cl. Welchii gekweekt kon worden. In de Burri-praepa- 
raten van het peritoneaal-vocht bleek de bacil een duidelijke 
kapsel te bezitten, iets wat voor Cl. Welchii zeer karakteris- 
tiek is. 

Bij de 2de cavia ontwikkelde zich in verloop van enkele 
dagen een rijksdaalder groot huiddefect, groen-zwart van kleur. 
Deze toestand is vrij stationair gebleven en pas eenige maanden 
later stierf dit dier, waarbij door omstandigheden geen sectie 
verricht kon worden. 

Om de giftige werking van boterzuur uit te sluiten, (het 
beloop bij de tweede cavia pleitte er wel tegen), werden de 
dierproeven + 3 mnd. later nog eens herhaald met bouillon- 
culturen, waarin slechts weinig K.H. aanwezig was, en met 
cultuur-filtraten, om de toxinen aan te toonen. Beiden bleken 
echter nu volkomen werkingsloos, wat bij laboratorium-stam- 
men van B. Welchii geen ongewoon verschijnsel is. 

Om de virulentie weer op te voeren, werd de stam verder 
gekweekt in vleeschbouillon, waaraan geen koolhydraten toe- 
gevoegd waren, om op deze wijze de zuurvorming tot een 
minimum te beperken. 

Met deze 24 uur oude bouillon-culturen werden nu 2 caviae, 
resp. met 1 en 0,5 cc. subcutaan onder de buikhuid, 2 muizen 
intraperitoneaal met 0,5 en 0,1 cc. ingespoten. 

De eerste cavia stierf binnen 20 uur. Bij de sectie bleek, 
dat de huid als een zak om de onderlaag hing, daarmee elke 
verbinding verloren had. Van het onderhuidsche bindweefsel 
was niet veel meer terug te vinden. Tusschen de huid en den 
spierwand bevond zich veel gas en weinig dun, bloederig vocht 
tot in de oksels en liezen. Het vocht was zeer rijk aan bac. 
van Welch, zeer arm aan cellen. Op den spierwand bevonden 
zich hier en daar necrotische propjes. De voorste buikwand was 
sterk geinjiceerd, de peritoneaal-holte was volkomen normaal. 
Verder werden geen afwijkingen gevonden. 

De 2de cavia was een halven dag later dood. Hij vertoonde 
dezelfde afwijkingen als de eerste in iets mindere mate. 

De eerste muis stierf binnen een halven dag. Hij vertoonde 
een duidelijke darmparalyse (sterk uitgezette darmen, weinig 
ascites). De achterste buikwand was licht rood verkleurd. Het 
peritoneaal-vocht vertoonde talrijke Clostridien. 
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De tweede muis bleef leven. 

Bij een derde cavia werd in den achterpoot, die door een 
bandje in de liesplooi afgesnoerd was, 0,5 cc. bouillon-cultuur 
gespoten. Den volgenden dag vertoonde deze poot sterk oedeem 
en een door een korst bedekte kleine wond. Het bandje werd 
verwiiderd. In den loop van een week ontwikkelde zich een 
ongeveer 1 cM. breed over den geheelen poot uitstrekkende 
huidnecrose (afb. 2), welke in den loop van de daarop volgende 
twee weken genas. Men moet zich hierbij waarschijnlijk voor- 
stellen, dat, doordat het necrotische weefsel zoo volkomen af- 
gestooten werd, de verhoudingen te aeroob werden voor een 
verder voortwoekeren van de Welch-bacillen, (de cultuur was 
niet in het spierweefsel gespoten). 

De resultaten van dierproef met door Seitzfilters gefil- 
treerde bouillon-culturen zijn als volgt: 

3 caviae kregen resp. 1,25, 1 en 0,75 cc. van het filtraat, 
subcutaan in de geschoren buikhuid. Na een dag vertoonden de 
caviae een gezwollen oedemateuse huid. Een dag later vormde 
zich daar ter plaatse een gele blaar. In verloop van twee dagen 
ontwikkelde zich een ongeveer twee kwarties groote, scherp 
uitgeponste huidnecrose, (afb. 3), die in 5 dagen ongeveer 
guldens groot werd. De omgeving van de wond was sterk ge- 
infiltreerd. Weer drie weken later was bij de eerste cavia de 
wond vrijwel genezen. 

De tweede cavia overleed 11 dagen na de infectie. De huid- 
wond was nog guldensgroot. Er werden bij de sectie geen 
duidelijke afwijkingen gevonden. 

De derde cavia stierf een week na de infectie aan een 
pneumonie. Ook hier werden in de huid buiten het wondvlak 
geen afwijkingen gevonden. Wel waren de voorste buikwand 
en de darmen wat te sierk geinjiceerd. 

Twee muizen werden met hetzelfde cultuurfiltraat inge- 
spoten: en wel met 0,75 en 0,25 cc. De eerste muis stierf binnen 
een dag. Bij de sectie bleek in de buikholte vrij veel vocht aan- 
wezig te zijn. De buikwand was rood verkleurd. Er was een 
duidelijke maagdilatatie. Verder geen afwijkingen. 

De tweede muis bleef leven. 


Naast het Clostridium Welchii werd nog een Staphylococ- 
cus, een coli en een paracoli gekweekt; tenslotte nog een anae- 
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robe apathogene sporenvormer, wiens verschillende eigenschap- 
pen van dien aard zijn, dat het mij tot nu niet mocht gelukken 
hem nader te differentieeren. Het is niet uitgesloten, dat, hoe- 
wel er niets op wijst, de cultuur van de 2de uit den patiént 
gekweekte anaerobe bacil nog steeds niet rein is. Misschien mag 
ik me troosten met het feit, dat vele anaerobe sporenvormers 
beschreven zijn en ook jaren lang als zoodanig beschouwd wer- 
den, die later uit mengculturen van twee reeds lang bekende 
Clostridien bleken te bestaan. 

Na wat ik in het begin gezegd heb, mag ik nu misschien 
kort samenvatten welk factoren-complex bij den patiént waar- 
schijnlijk tot het gasoedeem geleid heeft. 

Patiént had een gecompliceerde fractuur, waarbij contact 
met door faeces verontreinigde aarde zeer waarschijnlijk te 
noemen is. In de wond waren minstens twee anaerobe en drie 
aerobe microOrganismen aanwezig. Begunstigend zullen mis- 
schien gewerkt hebben het niet verrichten van excisie der wond- 
randen of eventueele slecht gevoede weefsel-elementen in de 
diepte (hiervoor bestond, vooral in verband met het in Holland 
uiterst zeldzame gasoedeem, geen duidelijke indicatie, terwijl 
het osteomyelitis-gevaar zelfs een tegenindicatie vormde). 

Tenslotte zal het knellende verband, al werd het dan ook 
na een halven dag weggenomen, wellicht invloed op het ver- 
loop van het proces gehad hebben. 

Wat het ziektebeeld aangaat, valt nog op te merken, dat 
de incubatieperiode (5 dagen) wat lang was. Meestal bedraagt 
deze 2—3 dagen. De huidblazen, die dit patiéntje ook vertoonde, 
wijzen gewoonlijk op een slechte prognose. 

De nogal eens voorkomende haemoglobinaemie, de locale 
pijn en het sterke zweeten, werden hier niet waargenomen, ter- 
wijl van de bijnier-insufficientie, die in deze gevallen den dood 
zou veroorzaken, niets bekend is. 
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Voor kort gelukte het zonder moeite ook bij een 2de patient van 
Dr. Knapper, welke eveneens aan gasoedeem leed, echter niet succombeerde, 
de bac. van Welch te kweeken. 


Aus dem Leprosorium ,,Krutije Rutschji”, Weimarn, Leningrader Bezirk. 
Vorstand: Dr. A. A. Stein. 


Die spezifische Allergie bei Leproesen*) 
VON 
Dr. A. A. STEIN, 


z.Z. wissenschaftlicher Leiter d. Leprosoriums. 


und Dr. M. I. STEPERIN, 


Wie bekannt, werden im Laufe des Lepraprozesses, welcher 
dusserst chronisch verlauft, wechselnde Besserungen und Ver- 
schlimmerungen der Erkrankung selbst beobachtet. Solche Ver- 
anderungen, die oft sehr stark ausgedriickt sind, kommen auch 
bei Kranken, die keiner Behandlung unterworfen sind, vor. Im 
Laufe unserer Arbeit im Leprosorium hatten wir mehrmals die 
Moglichkeit solche Veranderungen des Krankheitszustandes bei 
einer zahlreichen Gruppe von Leprosen, welche ihres hoffnungs- 
losen Zustandes wegen nicht behandelt wurden, zu beobachten. 
Bei Kranken, die der Behandlung unterworfen wurden, kommen 
solche Veranderungen sogar haufig vor. 

Es ist ganz klar, dass bei Kranken, die nicht behandelt 
wurden, solche Aenderungen durch die Veradnderung des Aller- 
giezustandes, Veranderung der Quantitaét spezifischer Anti- 
korper bedingt werden. 

Um ein klares Bild iiber die Bildung der Antik6rper bei 
unseren Kranken zu erhalten, unternahmen wir Untersuchungen 
mittels Hautreaktion auf Emulsion des Lepraknotens, da reiner 
spezifischer Antigen nicht vorhanden ist. Die Technik der Be- 
reitung dieser Emulsion, die von uns weiter ,,Lepromin” ge- 
nannt wird, war folgende. 

Bei Kranken an Knotenlepra wurden unter Anaesthesie, 
nachdem die Haut sorgfaltig gereinigt wurde, ein an Grésse pas- 
sender Knoten ausgeschnitten. Zur Bereitung von Lepromin 
wahlten wir solche Kranken, deren Leprome reich an Bazillen 
waren und die lange Zeit nicht behandelt wurden. Nach der 


*) Vorgetragen auf der Konferenz im Leprosorium am 15. Il. 1931. 
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Entfernung des Epithels wurde der steril ausgeschnittene Knoten 
mittels einer Schere auf mdglichst kleine Stiickchen geschnitten, 
dann in einem sterilen MOrser so lange zerrieben bis man eine 
gleichmassige, leicht rosa gefarbte breiige Masse erhielt. Nach- 
dem wurde die Masse mit %4 % Loésung von Karbolsdure im 
Verhaltnis von 1 : 10 verdiinnt, noch einmal sorgfaltig zerrieben, 
durch Marly filtriert und dann auf Eis gestellt. Nach 24 Stun- 
den wurde Lepromin zur Injektion von 0,2 cm der Emulsion 
in die Haut des Oberarms verwendet. Bei bakteriologischer 
Untersuchung der Ausstriche von Lepromin wurden Teile, 
manchmal auch gut erhaltene Leprabazillen vorgefunden. Da 
ausser den spezifischen Antik6rpern in dem von uns erhaltenem 
Lepromin noch eine Reihe unspezifische Bestandteile aus dem 
Cutis der Haut vorhanden waren, haben wir noch eine Kon- 
trollemulsion bereitet. Als Material nahmen wir ein Stiick Haut 
eines Menschen, der weder an Tuberkulose und Syphilis noch 
an irgend einer Hautkrankheit litt. Aus diesem Stiick wurde 
ebenfalls eine Emulsion wie oben vorbereitet. 

Bargehr machte seine analogen Untersuchungen, wie all- 
bekannt, nach dem Verfahren von Pirquet. In unseren Unter- 
suchungen haben wir die empfindlichere Methode von Mantoux 
angewandt, wobei wir parallel auch nach der Methode von 
Pirquet arbeiteten. 

Mit dem erhaltenem Lepromin haben wir bei 97 Kranken 
(verschiedener Lepraformen) Reaktionen angestellt. Bei allen 
97 Kranken ergab die Kontrollemulsion ein negatives Resultat. 

Die Leprominreaktionen ergaben ein ziemlich schnell vor- 
iibergehendes reaktives Entziindungserythem und nachher die 
spate Reaktion, die den Symptomen nach der Tuberkulinreak- 
tion 4hnelt und welche nach Verlauf von 48 Stunden abgelesen 
wurde. Wie bei spezifischen Reaktionen iiberhaupt, hielt sich 
die Reaktion auf Lepromin lange und verschwand allmiahlich. 
In allen Fallen, weder bei kranken, noch bei gesunden Individuen 
konnten von uns allgemeine Erscheinungen wie Fieber, Kopf- 
schmerzen usw. festgestellt werden. Nur bei starken Reaktionen 
hauptsachlich beim Personal des Leprosoriums wurde Jucken, 
Brennen, Schmerzhaftigkeit beim Anfassen und Schmerzen an 
der Stelle der Reaktion vermerkt. 

Bei Leprésen verschiedener klinischen Lepraformen ergab 
die Reaktion mit Lepromin dem Verfahren von Pirquet nach 
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94,8 % negativer und 5,2 % positiver Resultate. Mantoux nach 
ergab Lepromin bei den selben Kranken ganz andere Resultate: 
17,52 % negative und 82,48 % positive. Auf den ersten Blick 
scheint es, dass die dermassen verschiedenen Angaben einander 
widersprechen. Wie es vorhin schon erwahnt wurde, wihlten 
wir die Methode Mantoux, da sie empfindlicher ist; Pirguet nach 
erhielten wir 4usserst schwache Resultate, die wir, wie es all- 
gemein tiblich ist, mit einem + bezeichnen kénnen. Die Reak- 
tion Mantoux dagegen ergab verschiedene Stadien, von den 
schwachsten bis zu den starksten positiven Resultaten, die wir 
mit ++-++ bezeichnen. Bei Durchsicht der erhaltenen Resul- 
tate tritt es klar zum Vorschein, dass die verschiedene Anzahl 
der positiven Resultate, die sich auch durch verschiedene Reak- 
tionsscharfe unterscheiden, von der klinischen Form der Lepra 
abhangen. 

Die erhaltenen Resultate der Leprominreaktion nach Pirquet 
und Mantoux werden in der Tabelle No. 1 angefiihrt. Den 
Reaktionsgrad nach Mantoux zeigt die Tabelle No. 2. 


TAB EEE. Nos 1: 
Reaktion auf Lepromin bei Leprakranken. 


nach PIRQUET nach MANTOUX. 


Anzahl der 
Kranken 


Abs. | ep ADS. ie ig a) ADS. | =e. \OADS. |) "6 


100 — = | 4 | 36,3 i stil 


50° | 94,3; 3 5,7 


L. mixta. . | 11 | 11 


L. tuberosa .}| 53 


L. nervosa. .| 33 | 31 | 92,1 2 7,9 | 1 4,9 32 | 95,1 


Wie es aus der Tabelle No. 1 zu ersehen ist, verandern 
sich wie nach Pirquet, so auch Mantoux die Resultate mit 
Lepromin ununterbrochen. Von Lepra mixta zu L. tuberosa und 
L. nervosa vermindern sich die negativen Resultate wie nach 
Pirquet so auch nach Mantoux (die ersten von 100 %—92,1 %, 
die zweiten von 36,3 % bis 4,9 %) die positiven aber steigen 
(die ersten von 0 %—7,9 %, die zweiten von 63,7 %—95,1 7%). 
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TABELLE No.2, 


Hautreaktion auf Lepromin bei Leprakranken. 


Anzahl 
der aRUrip erent 


Kranken 


er nixtders ate 


L. tuberosa . | 53 | 12 | 28 | 8 | e | ee 


L. nervosa | 33 | 1 9 | 11 | 5 | 7 


Beim Analysieren der Tabelle No. 2, die den Grad der Reak- 
tionsscharfe zeigt, wird dasselbe Verhaltnis der verschiedenen 
Lepraformen konstatiert. Die Anzahl der scharf ausgepragten 
positiven Reaktionen, die stufenweise vermerkt werden, +, ++, 
+++, +++ +, wachst ununterbrochen in derselben Reihen- 
folge — L. mixta, L. tuberosa, L. nervosa (++ : 3—8—11; 
PS 25 a ee) 

Bei unseren Untersuchungen erhielten wir Resultate, die 
denen von Mitsuda, Mariani, Bargehr, Ferrari, Sionuma und 
Hajasi ahnlich sind. Die Untersuchungen der Reaktion auf 
Lepromin ergahen bei uns im Vergleich zu den angefiihrten 
Autoren in quantitativer Hinsicht andere Zahlen. So hat z.B. 
Bargehr bei der Reaktion nach Pirquet bedeutend gréssere 
Anzahl von positiven Reaktionen erhalten, wobei unsere posi- 
tiven Resultate (nach Pirquet) nur in 5,2 % beobachtet wurden. 
Dieser Unterschied wird augenscheinlich durch Verschieden- 
artigkeit der Methodik bedingt. Unter unseren Kranken im 
Stationarzustande befand sich eine nicht mindere Anzahl von 
Fallen ganz ohne neue Ausschlage, ferner Kranke ohne Haut- 
erscheinungen wie bei Bargehr. Das genauere Verfahren nach 
Mantoux ergab eine gréssere Anzahl positiver Resultate der- 
selben Kranken. Wie bei den obenerwahnten Autoren, so ergab 
sich auch bei uns ein krasser Unterschied zwischen der Reak- 
tion auf Lepromin bei Kranken an Lepra nervosa und denen 
an Lepra tuberosa. Wahrend die an Lepra nervosa Kranken 
fast alle eine krasse und stark ausgeprdgte positive Reaktion 
zeigten, (95,1 %) gaben die an Lepra tuberosa Kranken eine 
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positive Reaktion in viel selteren Fallen und in geringerem 
Grade. Eine noch geringere Anzahl von positiven Resultaten 
ergeben, wie es die Tabelle No. 1. zeigt, die Kranken an Lepra 
mixta; dieselben ergeben auch, wie es aus dem Vergleich mit 
anderen klinischen Formen (starke Reaktionen +,+4+,4+4++.+4+4+) 
zu ersehen ist, die schwdchste Reaktior Die Anzahle der 
positiven Resultate wie der Reaktionskraft (Tabelle No. 2) steht 
Lepra tuberosa an zweiter Stelle. Die grésste Anzahl der posi- 
tiven Resultate wie auch die grésste Starke (Tabelle No. 1 
und 2) ergeben Kranke an Lepra nervosa. In dieser Gruppe sind 
Kranke mit rein nervéser Form ohne Hautausschlage vorhanden 
wie auch solche mit Fleckenform der Lepra. Als Regel ergeben 
hauptsdchlich die letzteren und fast ohne Ausnahme sehr starke 
Reaktionen. 

Wie es schon erwahnt wurde, verlauft Lepra mixta mit 
geringster Produktion von Antik6rpern. Hier muss beilaufig ge- 
sagt werden, dass von einem von uns (Dr. A. A. Stein) gemein- 
- sam mit Dr. A. P. Karpichina dem Material des Leprosoriums 
nach festgestellt worden ist, dass gerade diese Krankheitsform 
den gréssten Prozentsatz der Sterblichkeit ergibt und auf diese 
Weise das Leben am meisten gefahrdet, da sie eine sehr ge- 
ringe Fahigkeit besitzt Antik6rper zu produzieren. 

Unter den Kranken an Knotenlepra stiessen wir auf einige 
Individuen mit stark ausgepragtem klinischen Bilde — grosse 
Anzahl von Lepromen, — die trotzdem eine starke Reaktion 
auf Lepromin ergaben. Trotz des Vorhandenseins einer grossen 
Quantitat von Antikérpern ist ihre Anzahl nicht geniigend um 
der Infektion zu widerstehen. Bei diesen Kranken wurde 
stationdrer unverdnderlicher Gesundheitszustand, der weder 
zur Besserung noch Verschlimmerung neigte, beobachtet. Solch 
ein Zustand kann durch das Gleichgewicht zwischen Infektion 
und Antikérperproduktion erklart werden. 

Unter den Kranken, denen die Reaktion auf Lepromin ge- 
macht wurde, befanden sich 5 Kinder. Auch hier haben wir 
einen mit dem obenerwadhnten analogen Eindruck iiber die 
Abhangigkeit der Reaktion von der Krankheitsform. Die an 
Lepra tuberosa leidenden Kinder ergaben ein negatives, die an 
Lepra nervosa leidenden aber ein stark positives Resultat. 

Auch den Kranken, die sich im Stadium der Leprareaktion 
befanden, wurden von uns Reaktionen auf Lepromin angestellt. 
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In diesen Fallen beobachteten wir, wie R. O. Stein, Green, 
auch bei Lepra tuberosa starke Reaktionen, was die Meinung 
Jadassohns, dass die Leprareaktion eine allergische Erscheinung 
ist, bestatigt. 

Besonders starke Reaktionen, die sich von solchen anderer 
Kranken unterscheiden, erhielten wir bei einer Frau, der Mutter 
eines Leprésen, die gar keine Leprasymptome aufweist und 
schon im Laufe einiger Jahre mit dem Kranken in einem Zimmer 
wohnt. Derartige Reaktionen sind auch bei anderen Kranken 
beobachtet worden, bei denen die Behandlung abgeschlossen, 
die keine Lepraerscheinungen auf der Haut hatten und bei denen 
wir auch keine Hansenbazillen entdecken konnten. Eine aus- 
serst starke Reaktion erhielten wir auch bei einem Kranken, 
welcher an Lepra maculo-anaest. litt, aber gegenwdartig gar 
keine Symptome mit Ausnahme von lagophtalmus hat. Nach 
der Emulsioninjektion bildete sich bei ihm ein Knoten, der sehr 
lange anhielt (2 Monate) und zum Schluss zu eitern anfing. 

Nachdem wir die Leprominreaktionen bei Leprésen mit 
verschiedenartigen Lepraformen studiert haben, fiihrten wir die- 
selben Reaktionen auch bei gesundem Personal des Leprosoriums 
aus. Selbstverstandlich haben wir keine Reaktionen auf Gesunde 
mit virulentem Material angestellt. Um die Reaktion bei den 
Mitarbeitern des Leprosoriums durchzufiihren, unterzogen wir 
das von uns bereitete Lepromin, so auch die Kontrollemulsion 
der Haut eines gesunden Menschen, der Sterilisation im Auto- 
klave im Laufe von 20 Minuten bei Druck von 2 Atmospharen. 

Beim Personal des Leprosoriums erhielten wir eine grdés- 
sere Anzahl von positiven Resultaten und die Reaktionen selbst 
waren bedeutend stdrker als bij den Leprésen. Wie bei den 
Leprésen, wurden auch hier dieselben Eigentiimlichkeiten 
zwischen den Reaktionen konstatiert. Die Reaktion Mantoux 
ergab bei allen Angestellten (49 Personen) ein positives Resul- 
tat, wahrend nach Pirquet 13 Personen negative Resultate 
hatten. (siehe Tabelle No. 3.) Ferner stellten wir fest, dass 
zwischen den verschiedenen Kategorien der Mitarbeiter, ab- 
hangig davon ob sie in ndhere Beriihrung mit den Lepriésen 
kamen oder nicht, ein Unterschied der Anzahl und Starke der 
Reaktion vorhanden ist. Den Verfahren von Pirquet nach wird 
beim nicht medizinischem Personal eine grasse Anzahl von 
negativen Resultaten, Mantoux nach - eine geringere Anzahl von 
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Stark positiven Resultaten vermerkt. All diese Resultate sind 
in der Tabelle No. 4 zusammengefasst. Wenn man beim Unter- 
schied der Reaktionsstarke (nach Mantoux) verweilt, so sieht 
man wie es die Tabelle No. 5 zeigt, dass das medizinische 
Personal die grésste Anzahl starker Reaktionen ergibt und dass 
sie in dieser Gruppe von Arbeitern progressiv steigt. Ausser 
der professionellen Arbeit, die mit. mehr oder weniger nahen 
Beriihrung mit den Kranken verbunden ist, wirkt auch die 
Dauer der Arbeit im Leprosorium auf die Reaktionen. Bei 
Angestellten, die erst kurze Zeit im Leprosorium arbeiten, wer- 
den bedeutend schwachere Reaktionen vermerkt. In einigen Fal- 
len, in welchen die Angestellten vor kurzem in den Dienst 
eingetreten sind und keinen naheren Kontakt mit den Leprésen 
haben, stellen wir negative Resultate fest. Solch eine Erscheinung 
war auch unter dem medizinischen Personal z.B. bei einem von 
uns (Dr. M. I. Steperin), der im Laufe von 2 Monaten im 
Leprosorium in engem Kontakt mit Kranken arbeitete, war die 
Leprominreaktion mittlerer Starke, beim anderen (Dr. A. A. 
Stein) dagegen, der in Leprosorium bedeutend langer arbeitete, 
war die Reaktion dusserst stark. 


TABELTLE (No. 3. 


Die Leprominreaktion beim Personal des Leprosoriums. 


49 Personen. 


Nach Pirquet. 72,5 °/o 


Nach Mantoux . . | — = | 49 100 %/ 


Unter dem Personal des Leprosoriums, das den Unter- 
suchungen auf Leprominreaktion unterworfen wurde, befanden 
sich auch Familienmitglieder, worunter auch. Kinder waren. 
Bei den letzteren erhielten wir negative Resultate. Eine kaum 
bemerkbare Reaktion ergab die Mutter dieser Kinder, trotzdem 
sie schon lange und in standigem Kontakt mit den Kranken ist. 
Unter dem medizinischen Personal ergaben noch 2 Frauen sehr 
schwache Leprominreaktionen. Es muss zugefiigt werden, dass 
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TABELLE.No, 4. 


Die Leprominreaktion beim medizinischen Personal und den iibrigen 
Angestellten des Leprosoriums. 


Mediz Personal. Uebrige. 


Nach Pirquet .. . 


Nach Mantoux. . . 


TABELLE Neo. 5. 


Die Reaktion nach Mantoux bei den Mitarbeitern des Leprosoriums. 


Das ganze Personal . 


Medizinisches Personal. . . | 0 | 4 | 6 | 5 | 14 


Uebrige Mitarbeiter . 


alle 3 Frauen in der Vergangenheit oder gegenwiartig in Ge- 
schlechtsverkehr mit Leprakranken stehen. Eine von ihnen ist 
jetzt mit einen geheilten Kranken (Lepra tuberosa) verheiratet. 
Ihr Mann hat keine Krankheitssymptome, ausser der progres- 
siven Muskelatrophie an dem Daumen, und bei der Unter- 
suchung wurden im Nasenschleim, im Gewebesaft der Haut, 
wo die Lepromen waren, und in den Lymphdriisen keine Lepra- 
bazillen entdeckt. Er selbst ergab eine schwache- positive 
Leprominreaktion. 

Unter dem medizinischen Personal des Leprosoriums be- 
findet sich ein Angestellter, der von leprésen Eltern geboren 
ist und bis zur Miindigkeit mit Kranken gewohnt hat. Bis jetzt 
hat dieser Mensch keine Lepraerscheinungen aufzuweisen. Die 
Leprominreaktion war bei ihm ungewohnlich stark. Der sich 
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an Stelle der Reaktion gebildete Knoten erhob sich bedeutend 
von der Hautoberflache, war hart und wies eine geringe Ent- 
zindungsreaktion auf. Dieser Knoten hielt sich im Laufe von 
3 Monaten und wahrend dieser Zeit eiterte er 2 mal indem er 
serds-eiternde Fliissigkeit ausschied. 

Aus dem ebenerwahnten ist es zu ersehen, dass die Haut- 
emulsion eines gesunden Individuums kein einziges Mal ein 
positives Resultat ergab (bei allen 97 Kranken und 49 Ange- 
stellten des Leprosoriums waren negative Resultate). Die 
Emulsion aus einem Lepraknoten dagegen ergab wie bei Kran- 
ken so auch bei Gesunden verschiedene Resultate, was auf 
ihre Spezifitat hinweist. Die Kontrollemulsion hatte dieselben 
Eiweissverbindungen wie die Lepraemulsion und diese Resultate 
k6nnen nicht als Proteinreaktionen angesehen werden. 

Was den klinischen Verlauf anbetrifft, so unterscheiden 
sich die Leprominreaktionen durch dieselben charakteristischen 
Symptome wie die echten Allergiereaktionen. Wie bei Tuber- 
kulinreaktionen erhalten wir auch bei Reaktionen mit Lepromin 
die gleichen Erscheinungen auf der Haut wie mit Tuberkulin. 

Die Leprominreaktion erhielten wir wie bei Gesunden aus 
dem Personal, so auch bei an verschiedenen Lepraformen lei- 
denden Kranken. Auf diese Weise hat diese Reaktion keine 
diagnostische Bedeutung, sondern kann nur das Stadium der 
Allergie, Vorhandensein spezifischer Antik6rper feststellen, in- 
dem sie bei Kranken verschiedene Grade der Reaktionsstarke 
ergibt. Im Gegensatz zu Mantoux und Pautrier beobachteten wir 
beim gesunden Personal des Leprosoriums eine starkere Reak- 
tionsscharfe als bei Leprésen. Dabei, wie es schon erwdahnt, 
ergab die Reaktion bei Individuen, die in keine Beriihrung mit 
Kranken kamen, ein negatives Resultat, welches nach einer 
zeitweiligen Arbeit des Betreffenden im Leprosorium bei mehr 
oder weniger nahem Kontakt mit Leprésen ins positive iiber- 
ging, und bei weiterer Beriihrung mit den Kranken wuchs. Bei 
einigen Personen aber, trotz des andauernden und nahen Kon- 
taktes mit Kranken, ergab die Leprominrekation ein schwach 
positives Resultat, was entweder durch ungeniigende Produk- 
tion der Antikérper oder durch die eingetretene Desensibilitat 
des Organismus erklart werden kann. 

Auf Grund der angefiihrten Untersuchungen kann man fol- 
gende Schlussfolgerungen ziehen: 
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1) Die Emulsion des Lepraknotens (Lepromin) ergibt bei 
Impfungen in die Haut eine spezifische Reaktion. 

2) In klinischer Hinsicht gibt die Leprominreaktion die- 
selben Erscheinungen wie die Tuberkulinreaktion. 

3) Bei Leprakranken ergibt die Leprominreaktion die ver- 
schiedensten Resultate — von negativen bis zu stark positiven 
in folgender Reihentolge — L. mixta, L. tuberosa, L. nervosa. 

4) Bei gesunden Individuen (nicht an Lepra leidenden) 
ergibt die Leprominreaktion: 

a) ein negatives Resultat bei Personen, die keinen Kontakt 
mit Leprésen hatten; 

b) ein positives Resultat bei Personen, die mit Lepra- 
kranken in Bertihrung kamen. 
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ERRATUM. 


In het artikel van de Heeren Valtis en Van Deinse, getiteld 
Eenige nieuwe onderzoekingen over het filtreerbare tuberculose- 
virus, verschenen in de eerste aflevering van dit tijdschrift, 
dient op blz. 29, regel 7 van boven 3 dagen veranderd te worden 
in 3 maanden, hetgeen de welwillende en deskundige lezer ver- 
moedelijk wel reeds zal hebben begrepen. 


Ingezonden. 


Geachte Redactie, 


Op blz. 140 van dit Tijdschrift spreekt Clarenburg een ver- 
nietigend oordeel uit over mijn op grond van tallooze proeven 
verkregen inzicht in de beteekenis van bovengenoemde methode. 
Het oordeel van C. te weerspreken, past mij niet. Slechts ver- 
zoek ik den lezer nauwkeuriger dan Clarenburg de onder- 
zoekingen bijeen te brengen, waarbij én de caviaproef én de 
enting volgens Loewenstein werden verricht. Hij zal er dan meer 
vinden dan het eene op blz. 140 door C. gesignaleerde. 

In tegenstelling met de meening van C. heb ik steeds de 
uit runderen geteelde stammen op cavia geént en daarna op 
een tweede cavia overgezet. Daarmede is aan den eisch van wat 
ik bedoelde met ,,serieonderzoek” voldaan. 

De wijze van refereeren door C. wordt gekenmerkt door 
het feit, dat hij wel mijn reserve bij het beoordeelen der onder- 
zoekingen van Eidher vermeldt, maar niet mijn. instemming 
daarmede. 

Enkele malen zijn culturen na 7 dagen waargenomen. 
C. twijfelt of dit wel t.b.c.bacillen zijn. Juister ware geweest 
te schrijven ,,twee maal” onder 72 positieve culturen” en te 
vermelden dat dit onderzoekingen met hartebloed van caviae 
betroffen, welke dus slechts zijdelings met het onderwerp samen- 
hingen. 


Uwe redactie heeft goedgekeurd dat werd opgenomen de 
zinsnede waarmede de tweede volledige alinea op blz. 140 
eindigt. Ik stel er geen prijs op als vaste medewerker op het 
titelblad te fungeeren van een tijdschrift, waarin de wellevend- 
heid zoo weinig in acht wordt genomen. Ik verzoek U derhalve 
mijn naam aldaar te schrappen. 

Hoogachtend, 
C. F. VAN OYEN. 
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Uit het Instituut voor Tropische Geneeskunde der Riiks-Universiteit 
te Leiden (Directeur Prof. P. C. Flu). 


De bacteriophaag van Bacterium Megatherium 
en het probleem van de genese van 
den bacteriophaag 
DOOR 


PTOL re. *CAr Lu: 


Voor de kennis van aard en wezen van den bacteriophaag 
is de beantwoording der vraag of hij soortvreemd of wel soort- 
eigen is ten opzichte van de microbe die er door wordt opgelost, 
van groot belang. 

De onderzoekingen van —en de resultaten door den Dooren 
de Jong bereikt bij de studie van den bacteriophaag van Bact. 
megatherium schenen er op te wijzen dat de bacteriophaag 
door de bacterién wordt gesecerneerd *). 

Zooals bekend gelukte het den Dooren de Jong enkele 
megatheriumstammen tot dissociatie te dwingen. Als resultaat 
van deze dissociatie kwamen er op geschikte media kolonién 
op, die uit sporenlooze individuen bestonden. Deze asporogene 
typen, bleken gevoelig voor een bacteriophaag, geleverd door 
een andere megatherium, door hem 899 gedoopt. 

Daar de megatherium bacteriophaag bij temperaturen 
boven 75° C onwerkzaam wordt gemaakt, de sporen van Bac- 
terium megatherium een temperatuur van 80° C gedurende een 
uur, en zelfs temperaturen van 90° en 100° C gedurende enkele 
minuten kunnen verdragen, had hij naar hij veronderstelde een 
middel in de hand om de vraag of de bacteriophaag van bact. 
megatherium soortvreemd of soorteigen was tot oplossing te 
brengen. 

Verwarmt men.sporen van den lysogenen stam 899 ge- 


1) Studien iiber Bakteriophagie. Ueber Bac. Megatherium und die 
darin anwesenden Bakteriophagen von Dr. L. E. den Dooren de Jong. 
Zentralbl. f. Bakt., Parasitenk. und Infektionskrankh. Bd. 120. 23 Febr. 1931. 
p. I—I15. 
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durende een uur tot 80° C of gedurende enkele minuten tot 90° 
of 100° C dan mag men voor zeker aannemen dat deze tem- 
peratuur in alle deelen van de sporen wordt bereikt. Den Dooren 
de Jong neemt nu aan, dat tengevolge daarvan de phaag, ver- 
onderstellende dat deze in of op de sporen bevat is, wordt ge- 
inactiveerd. Geeift hij de aldus verwarmde sporen gelegenheid 
te ontkiemen, dan krijgt hij een cultuur van megatherium waarin 
wederom de bacteriophaag wordt aangetrofien. 

Deze proeven zijn door velen herhaald en bevestigd 
(Séhngen, Flu, Cowles, Ritsema van Eck, Wolmann). 

Voor den Dooren de Jong is het hiermee bewezen, dat de 
bacteriophaag soorteigen is aan de bacterién en door de microbe 
bij zijn groei gevormd wordt. De phaag is dus geen zelistandig 
wezen, geen parasiet van de bacterie. 

Men heeft er direct op gewezen, dat ook een andere ver- 
klaring van het verschiinsel mogelijk was. Er moeten toch in 
het sporenlichaam factoren van invloed zijn die het eiwit, het 
plasma der microbe, tegen de hooge temperaturen waaraan men 
de sporen onderwerpt beschermen. De vegetatieve vormen van 
sporenvormende microben worden bij temperaturen die om en 
bij 70° C liggen gedood. Nu mag men veronderstellen dat de 
in de sporen bevatte phagen ook van de bescherming door die 
zelfde factoren zullen genieten. 

Meer dan eene veronderstelling was dit niet en men stond 
daarmede zeer zwak tegen de controleerbare en bevestigde 
feiten, door den Dooren de Jong geconstateerd. 

Over de thermoresistentie van bacteriophagen bestaat er 
een groote literatuur. Men is het algemeen eens dat in vochtige 
omgeving alle tot heden bekende phagen bij temperaturen 
schommelend tusschen 70° en 75° C onwerkzaam worden ge- 
maakt en niet meer zijn te regenereeren. 

De hiervan afwijkende mededeeling van Hauduroy, dat de 
aldus geinactiveerde phagen weer zouden kunnen worden ge- 
activeerd is door niemand bevestigd *) *). 


*) Iniluence du chauffage sur le Bacteriophage de d'Hérelle, par C. 
Hauduroy. Compt. Rend. Hebdomadaires des Séances de la Société de Biol. 
Tome 87, 1922 p. 1089—1090. 

*) Ueber die Thermoresistenz von Bakteriophagen und die Frage ob 
Reaktivierung von bis 100° C erhitzten Bakteriophagen méglich ist von 
Prof. P. C. Flu. Acta. Leidensia Edita etc. Scholae Med. Trop. Bd. I. 
p. 101—111. Tijdschr. v. Vergel. Geneesk. ete. X. 1925. 
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In gedroogden staat zouden de phagen aan veel hooger 
temperatuur weerstand kunnen bieden. Hauduroy, die de phagen 
in open buizen verhitte, een handeling die de resultaten zijner 
proeven veel van hun bewijskracht ontneemt; constateerde dat 
phagen in drogen staat verhit pas boven 135° C onwerkzaam 
worden. 

Ook Vedder constateerde dat watervrije phagen van 
B. megatherium, B. coli, B. paracoli en B. typhoseum tempera- 
turen van 80° en 100° C gedurende 10 en 30 minuten kunnen 
verdragen zonder onwerkzaam te worden gemaakt *). 

Ritsema van Eck bracht aan zijden draadjes gedroogde 
phagen en sporen van megatherium in buisjes die met een stop 
van caoutchouc waren afgesloten in het apparaat van Koch bij 
100° C. De phaag was na 5 minuten verblijf bij 100° C gedood, 
de sporen van megatherium konden deze temperatuur onder 
dezelfde omstandigheden een uur lang verdragen‘). 

De resultaten van de zoo juist genoemde onderzoekers 
wijzen er dus op dat de phagen in drogen staat temperaturen 
van 100° C en misschien hooger kunnen verdragen. Onmogelijk 
is het dus niet, dat indien zij in de sporen bevat zijn, zij tegelijk 
met het sporenplasma tegen den invloed van hooge tempera- 
turen worden beschermd. 

Adant isoleerde uit kippenontlasting een bacteriophaag 
tegen Bact. subtilis. Door verwarming tot 75° C gedurende 
30 minuten van de vloeistof, waarin deze bacteriophaag naast 
bact. subtilis voorkwam, werd de phaag onwerkzaam. Door de 
buisjes, waarin de phaag de subtilisbacterién had opgelost, lang 
te laten staan, werden culturen van subtilis verkregen, die con- 
stant, ook na vele overentingen met den phaag geinfecteerd 
bleken. Door verwarming van een sporendragende cultuur dezer 
stammen gedurende 15 minuten tot 95° C of gedurende 5 
minuten bij 100° C werd de phaag onwerkzaam, maar bileven 
de sporen leven. Ontkiemden deze dan gaven zij aanleiding tot 
een cultuur die den phaag produceerde. 

Hij wiist er op, dat men dit verschijnsel kan verklaren Of 
door aan te nemen dat de phaas door de bacterie bij zijn groei 

*) The Heat Resistence of Dried. Bacteriophage. Acta Brevia Neer- 


landica. 
5) CC. R. Riisema van Eck. Is de Bacteriophaag een bacterieproduct. 
Acad. Proeischir. 1931. 
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wordt gesecerneerd, Of door te veronderstellen, dat de phaag 
in het plasma der microben drong en zoo ook in het plasma van 
de sporen geraakte en aldaar tegen de hooge temperatuur 
beschut werd °). 

Cowles kon uit rioolvocht een op anthrax bacillen werk- 
zamen phaag isoleeren. Hij verkreeg secundaire culturen die 
tegen den phaag resistent bleken. Door de sporen gedurende 
10 uur bij 80° C te verwarmen en deze daarna te doen ont- 
kiemen en de proef verschillende malen met dezelfde bacterie 
te herhalen, kon hij kiemen verkrijgen die steeds tegen den 
phaag resistent waren. Hij trekt de conclusie dat de phaag diep 
ingrijpende veranderingen in het plasma van den bacil ver- 
oorzaakt ‘). 

Na de onderzoekingen van den Dooren de Jong, die door 
hem werden bevestigd, zette hij zijn onderzoek met den 
anthraxphaag voort. Ook werd een subtilisphaag in het onder- 
zoek betrokken. Hij kweekte secundaire culturen, die sporen 
vormden. De subtilissporen konden eene verwarming gedurende 
10 minuten bij 90° C en gedurende 5 minuten bij 100° C ver- 
dragen. Sommige, maar niet alle kolonién die op de met de 
verwarmde sporen beénte platen groeiden gaven culturen die 
het lytisch principe bevatten. 

Hij wijst er op, dat men uit zijn resultaten ook het besluit 
zou kunnen trekken, dat de bacteriophaag niet zelfde verwar- 
ming overleefde, maar dat hij de bacteriecel zoo verandert dat 
deze bij nieuwen groei de lytische substantie produceert, maar 
in elk geval meent hij te mogen concludeeren, dat de resultaten 
door der Dooren de Jong bereikt niet bewijzen, dat de phaag 
spontaan door de bacterién geproduceerd wordt *). 

Wollmann die een eigen theorie van de bacteriophaag- 
vorming waarbij hereditaire verschijnselen te hulp worden ge- 
roepen, gesteld heeft en getracht had met behulp van den phaag 
en de subtilisstammen van Adant het vraagstuk van het soort- 
eigen of soortvreemd zijn van den phaag ten onzichte der 


°) Le Bacteriophage du bacille subtilis sporulée par M. Adant. C. R. 
Hebd. d. Séance d. 1. Soc. d. Biol. Tome 111. 1932. p. 1055—1056. 

") A Bacteriophage for B. anthracis by Ph. B. Cowles. Journ. of Bac- 
teriology. Vol XXI. p. 161—166 1930. 

*) The Recovery of Bacteriophage from filtrates derived from heated 
spore suspensions by Ph. B. Cowles. Journ. of Bacteriol. 1931. Vol. XXII. 
p. 119—123. 
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microbe op te lossen, had geen resultaat. Hij is den Dooren de 
Jong dankbaar voor zijn onderzoek en zegt dat de door dezen 
onderzoeker bereikte resultaten ,,Apportent la condamination 
définitive de l’hypothése parasitaire de la bactériophagie” °). 

Zoover zijn wij stellig zeker niet en het zal straks blijken 
dat de uitkomsten van den Dooren de Jong hoe interessant op 
zich zelf, hiertoe ten eenemale niet in staat zijn. 


Op de proeven van Adant en Cowles zou men in zooverre 
kritiek kunnen oefenen, dat deze onderzoekers hun stammen 
niet op lysogeniteit onderzochten. Zij vermelden althans in 
hunne publicaties niets van een onderzoek der door hen ge- 
bruikte stammen op ultra-rein, op bacteriophaag vrij zijn. 

Den Dooren de Jong die, m.i. zeer ten onrechte een onder- 
scheid wil maken tusschen echte door sporenvormers spontaan 
gevormde phagen en z.g.n. modderphagen, die men uit ont- 
lasting, rioolvocht of grachtwater isoleeren kan, zou de phagen 
door de zoo juist geciteerde onderzoekers gebruikt niet als 
echte phagen willen erkennen, daar de _ subtilisphagen uit 
kippenontlasting en rioolvocht, de anthraxphagen uit rioolvocht 
geisoleerd werden. 

Om deze kritiek te ontzenuwen gebruikte ik voor de straks 
te beschrijven proef, den bacteriophaag door Bact. Megatherium 
899 (den Dooren de Jong) geproduceerd en als lysabele, later 
resistent te maken stam de phaaggevoelige 338b’ eveneens van 
den Dooren de Jong. 

338b’ de phaaggevoelige variant van Bact. megatherium is 
niet lysogeen. Dat blijkt uit speciaal door mij verrichtte onder- 
zoekingen nog eens nadat ook den Dooren de Jong dit had 
geconstateerd. Trouwens indien men zou veronderstellen dat 
deze stam zelf een phaag produceerde, dan zou de geheele be- 
wiisvoering van den Dooren de Jong als een kaartenhuisje inéén 
storten. Immers de indicator van een bacteriophaag mag zelf 
geen phaag vormen. 

De phaag door Bact. megatherium 899 geleverd is volgens 
den Dooren de Jong een echte, door een gepasteuriseerde 
sporenvormer geproduceerden phaag. 


°) Recherches sur le Phénoméne de Twort—d’Hérelle (Bactériophagie). 
Ann. d. I’Inst. Past. Tome 49, 1932. p. 41—74. par E. Wolmann et Mme E. 
Wolmann. 
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Door middel van den phaag uit 899 werden nu verschillende 
culturen van 338b’ (phaaggevoelig) zoowel in peptonwater, als 
in peptonbouillon tot lysis gebracht, waarna de vloeistof onge- 
filtreerd minstens 3 weken bij kamertemperatuur werd bewaard. 
Was er na dezen tijd weer troebeling opgetreden dan werd op 
1% peptonagar uitgezaaid en reinculturen aangelegd, die men 
weer weken liet staan. Die culturen waarin de megatherium 
sporen had gevormd werden nu verzameld en voor het onder- 
zoek bewaard. 

Behalve op deze wijze verschafte ik mij ook secundaire 
culturen door peptonagar en ook 1% vleeschbouillonagar te 
bestrijken met jonge culturen van 338b’ phaaggevoelig en daar- 
over geconcentreerde megatherium 899 phaag te gieten. Er 
ontstaan na 24 uur steriele eilandjes, waarop zich na twee 
dagen en later secundaire kolonién ontwikkelen. Secundaire 
kolonién die sporen vormden werden verzameld. Door 338b’ 
phaaggevoelig, die niet met bacteriophaag megatherium in 
contact was geweest op schuin gestolde 1% peptonagar te 
enten en gedurende weken bij kamertemperatuur te laten, ver- 
kreeg ik een groot aantal sporenvormende stammen van 338 
die nooit spontaan phaag produceerden. 

Secundaire stammen van 338b’ die sporen hadden gevormd 
werden in peptonwater gesuspendeerd en hierin gedurende een 
uur bij 80° C verhit. De suspensie werd daarna gecentrifugeerd, 
het centrifugaat uitgestreken op peptonagar en de gegroeide 
bacteriekolonién gemengd met 20 cc peptonwater en gedurende 
4 dagen bi} 38° C bebroed waarna door Chamberland L; werd 
geliltreerd. Het steriele filtraat werd op de aanwezigheid van 
phaag onderzocht waarbij de phaaggevoelige 338b’ als indicator 
diende. 

Hierbij bleek het volgende: 


van 5 secundaire sporenvormende 338b’ uit peptonwater 
boden 3 aan de verwarming gedurende een uur tot 80° © weer- 
stand. Onder deze drie was er één die na de verwarming een 
nhaag leverde. 


Van 8 secundaire sporenvormende 338b’ uit bouillon boden 
5 aan de verwarming gedurende een uur tot 80° C weerstand. 
Geen enkele leverde na de verwarming een phaag. 


Van 9 secundaire sporenvormende 338b’ op peptonagar 


ty 
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boden 6 aan de verwarming gedurende een uur tot 80° C weer- 
stand. Onder deze was er een die na de verwarming een phaag 
leverde. 


Van 13 secundaire sporenvormende 338b’ op gewone 1% 
vleeschbouillonagar, boden 12 aan de verwarming gedurende 
een uur tot 80° C weerstand. Onder deze waren er 5 die na 
de verwarming een phaag leverden. 

Onder de 12 sporenvormende varieteiten die zich uit 338b’ 
»phaag sensibel” hadden ontwikkeld, maar vooraf niet met den 
phaag uit Bacterium Meg. 899 in contact kwamen waren er 11 
die weerstand boden aan de verwarming gedurende een uur 
bij 80° C en onder deze was er geen die phaag leverde. 

Onder de 35 sporenvormende varieteiten van 338 die zich 
uit 338b’ ,,phaagsensibel” ontwikkelden nadat deze de lysis door 
een Bacteriophaag Megath. 899 hadden ondergaan waren er 
dus 26 die weerstand boden aan de verwarming gedurende een 
uur tot 80° C en onder deze waren er 7 die na de ontkieming 
een cultuur opleverden, waaruit een Bacteriophaag megatherium 
was te isoleeren. 

Uitzaaiing der met phaag gemengde 338 (lysabel) op 1% 
vleeschbouillonagar schijnt een zeer geschikte methode om 
secundaire met phaag geinfecteerde kolonién te doen opkomen. 

Deze resultaten geven n.m.m. recht tot de volgende con- 
clusies: 


1. Dat de vooraf zeker lysinvrije variant 338b’ phaag- 
sensibel na lysis door een Bacteriophaag megatherium 899 
secundaire kolonién vormt, die soms tot sporenvormende typen 
terugkeeren. 


2. dat zulke sporenvormende secundaire typen soms in 
een groot percentage met den phaag besmet zijn. 


3. dat de phaag in de sporen bevat is en 


4. daardoor profiteert van de bescherming door factoren, 
die ook het sporeneiwit beschermen, zoodat dit door die be- 
scherming een temperatuur van 80° C gedurende een uur ver- 
dragen kan zonder te worden geinactiveerd. 


5. dat dus het door den Dooren de Jong beschreven ge- 
drag van den phaag in de sporenvormende Bacterium Mega- 
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therium 899 niet bewijst dat de phaag een product is van het 
protoplasma en door Bacterium megath. bij zijn groei gevormd 
wordt. 


6. dat het zeer waarschijnlijk is dat, evenals ik 338b met 
den bacteriophaag van 899 infecteeren kon, ook 899 in de 
periode van zijn vrij leven in den grond met een in dien grond 
voorkomenden phaag geinfecteerd werd en sedert dien in 
symbiose met dien phaag leeft. 


Merkwaardige, voor de eigen individualileit van 
den bacteriophaag pleitende, eigenschappen van 
drie uit grachtwater geisoleerde bacteriophagen. 


DOOR 


Prot...P. GC. FLY. 


In 1928 beschreef ik de eigenschappen van enkele bacterio- 
phagen (A, B, C en E) door mij uit het water van de Doelen- 
gracht te Leiden geisoleerd. De stammen A en C verkreeg ik door 
het door papier gefiltreerd grachtwater met coli, de stam B 
door dit water met Flexner en de stam E door het met cholera- 
vibrionen vermengd 24 uur bij 37° C te bebroeden. 

A en C werden nauwkeurig onderzocht en beschreven. 
Deze bacteriophagen hadden de eigenaardigheid, dat zij zoowel 
op pestbacterién als op Shiga en coli bacterién lytisch werkten. 
Vooral A en C vertoonden dit duidelijk. B en E hadden spoedig 
na de isolatie reeds een minder krachtige werking op coli en 
shigabacterién. 

Behalve deze eigenschap vertoonden zij het merkwaardige 
verschijnsel, dat zij na verwarming gedurende een uur bij 56° C 
de eigenschap pestbacillen op te lossen behielden, maar niet 
meer in staat bleken, coli of shigabacterién op te lossen. Had 
men de verwarmde, op coli en shigabacterién inactieve phagen, 
één a tweemaal op pestbacterién overgeént dan werd het ver- 
mogen om behalve pest ook coli en shigabacterién op te lossen 
herkregen. 

Deze eigenschap behielden de phagen A en C ook nadat 
men hen 20 maal hetzij op pest, hetzij op coli of op shiga- 
bacterién overentte. 

Ik concludeerde, dat deze phagen een eigenschap vertoon- 
den, die voor hen en niet voor de bacterién waarop zij werden 
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voortgekweekt kenmerkend was. Daar zij deze eigenschap on- 
afhankelijk van het milieu waarin zij zich vermeerderden behiel- 
den, besloot ik tot hun autonoom zijn en beschouwde ik ze als 
soortvreemd aan de bacterién waarop zij zich vermeerderden *). 

Na een voordracht van den Dooren de Jong waarbij bleek 
dat hij phagen uit grachtwater verkregen niet als echte phagen 
meende te moeten beschouwen, besloot ik de phagen A, B, C 
die ik sedert 1928 geregeld op pestbacillen had overgeént op- 
nieuw te bestudeeren en te onderzoeken of zij de vroeger voor 
hen kenmerkende eigenschappen nog behouden hadden. 

Bij dit onderzoek bleek reeds spoedig dat A alle onder- 
zochte Shigastammen (6 in getal) goed oploste; B werkte 
alleen op een der 6 stammen en wel op Shiga 150, terwijl C op 
geen der 6 stammen werkte. 

Door enkele passages via Shiga 150 werd B veranderd in 
een op alle overige 5 stammen krachtig werkenden phaag. 

De vloeistof in de buis met phaag C en Shiga 150 werd 
gefiltreerd en het filtraat nog eens onderzocht op Shiga 150. Pas 
na de 4e passage was een lichte lysis te bespeuren, die na nog 
enkele passages via Shiga 150 krachtiger werd. Toen loste de 
phaag niet alleen Shiga 150 maar ook de 5 andere Shiga- 
stammen op. Een nader onderzoek leerde dat het lang niet 
steeds gelukte den phaag C voor Shiga te regenereeren. Pas 
later werd duidelijk dat de ouderdom van het filtraat hierop van 
invloed was. 

Zes jaren na hunne isolatie en geregelde onafgebroken 
voortkweeking op pestbacillen, hadden dus de phagen A, B en 
C zich niet onbelangrijk van elkaar gedifferentieerd. 

Bij het verdere onderzoek kwamen nog meer verschijnselen 
en verschillen voor den dag. 

Het bleek, dat het lysaat van pestbacillen verkregen door 
middel van de phagen A en B zoowel ongefiltreerd als gefil- 
treerd op Shiga 150 werkte. Van den phaag C loste het onge- 
filtreerd lysaat van pestbacillen, niet alleen pestbacillen maar 
ook Shiga 150 krachtig op. Filtreerde men dit lysaat door een 


*) Die Natur des Bakteriophagen von Prof. P. C. Flu. Nederl. Tijdschr. 
voor Hygiéne, Microbiologie en Serologie. Deel 2, 1928. 
Zentralbl. f. Bakt., Parasit. und Infektionskrankh. Orig. Bd. 113. 1929. 


Acta Leydensia Edita etc. Scholae Medicinae Tropica. Deel III. 
p. 193—202. 
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kaars van Chamberland Ls door een Berkefeld of door een 
Seitzfilter, dan verloor het filtraat de eigenschap Shiga 150 op 
te lossen maar bleef krachtig op pest werken. Terwijl 10° cc 
van het filtraat pestbacillen oploste, bleken 8 cc van het filtraat, 
in refracta doses van 0.2 cc onderzocht, zonder eenigen invloed 
op Shiga 150. 

Het bleek, dat men de phagen A, B en C door ze snel 
achtereen, met tusschenpoozen van een dag op pestbacillen over 
te enten zoo virulent kon maken tegenover Shiga 150 en andere 
Shigabacterién, dat ook het filtraat van C nog op Shiga 150 
werkt, en deed zich dus de inactiveerende werking van de fil- 
tratie op den phaag C niet meer gelden. 

Laat men dergelijke snel op pest voortgekweekte phagen 
lang bij kamertemperatuur (15° C) staan dan blijft voor alle 
drie de werking op pestbacterién behouden; phaag C verliest 
de werking op Shiga 150 reeds na enkele dagen, B na weken 
en soms na maanden, terwijl A niet constant maar soms na 
maanden staan eveneens tegen Shiga 150 onwerkzaam wordt. 

Ent men A, B en C gedurende tijden geregeld op Shiga 150 
over, dan heeft ook nu de filtratie door kaarsen geen inactivee- 
rende werking op den phaag van C tengevolge en kan men de 
phagen, ook die van C, weken na de filtratie laten staan, zonder 
dat de activiteit tegen pest of Shiga verandert. 

Nog een andere merkwaardige eigenschap kwam aan het 
licht. A en B vertoonden nog steeds het verschijnsel om na 
verwarming gedurende een uur bij 56° C onwerkzaam te 
worden op Shigabacterién. 

Het verschijnsel kan nu echter in tegenstelling met wat in 
1928 geconstateerd was alleen worden gedemonstreerd als men 
gefiltreerde lysaten verwarmt. Verarmt men de ongefiltreerde 
lysaten dan is de invloed der verwarming op de phagen A en B 
niet duidelijk uitgesproken, soms in het geheel niet waar- 
neembaar. 

Bij den op pest overgeénte maar niet gefiltreerden phaag 
C was de inactiveerende werking na verwarming bij 56° C 
ten opzichte van de lysis van Shiga 150 wel te bespeuren. De 
gefiltreerde phaag C kon niet op inactiveering door verwarming 
tot 56° C worden onderzocht, daar deze phaag reeds door de 
filtratie onwerkzaam werd voor Shiga 150. 

Vergelijkt men het gedrag der phagen A, B en C thans, 
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6 jaren na hunne isolatie en na geregelde overenting op pest- 
bacterién met hetgeen omtrent hun gedrag zes jaar geleden 
werd geconstateerd dan Dlijkt: 

a. dat de phaag A het meest constant gebleven is. 

b. dat de phaag B in zijn vermogen Shigabacterién op te 
lossen is achteruitgegaan, maar toch nog zoo kan worden ge- 
activeerd,dat hij alle daarop onderzochte Shigabacterién oplost. 

c. dat de phaag C het meest veranderd is en het ver- 
mogen Shigabacterién op te lossen verliest: 

1. Na lang staan van den herhaald op pest overgeénten 
phaag. 

2. Na filtratie van een vooraf op Shiga werkend onge- 
filtreerd versch lysaat door Chamberland, Berkefeld of Seitz- 
filters. 

3. Na verwarming gedurende een uur bij 56° C. 

Van dit merkwaardige gedrag van C zou men verschillende 
verklaringen kunnen geven. Men zou kunnen veronderstellen 
dat de phaag C in afwijking van de conclusie waartoe ik in 1928 
kwam toch nog een mengsel is van pest en Shigaphagen; dat 
bij het ouder worden van den phaag de concentratie van de 
Shigaphagen afneemt, terwijl die van de pestphagen onver- 
anderd blijft en dat bij filtratie door kaarsen de pestphagen 
worden doorgelaten en de Shigaphagen worden tegengehouden. 

Deze veronderstellingen zijn onhoudbaar. De phaag C is 
thans meer dan 200 X op pestbacterién overgeént zonder ge- 
durende dien tijd ook maar een enkele maal met Shigabacterién 
te zijn samengebracht. 

Bestond hij uit een mengsel der beide phagen, die elk 
slechts specifiek op de bij hen behoorende bacillen kan worden 
overgeént dan zou reeds lang een reiniging van den pestphaag 
moeten zijn opgetreden. Dit is niet het geval, zooals het onder- 
zoek van een versche niet gefiltreerden phaag C leert. Een 
dergelijke ongefiltreerde phaag heeft een huoge lytische werking 
ten opzichte van Shigabacterién. 

Het vermogen van een ouden of gefiltreerden phaag C om 
Shigabacterién op te lossen kan men regenereeren b.v. door 
den phaag op pestbacillen te doen inwerken. Ent men daarna 
den ongefiltreerden phaag herhaaldelijk op Shiga over dan blijkt 
hij ook na lang staan of na filtratie door de bovengenoemde 
kaarssoorten, lytisch op Shigabacterién te werken. 
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Zelfs het snel achter elkaar overenten met telkens inge- 
schakelde filtratie door Chamberland Ls van den phaag C op 
pest, dus zonder dat men hem in contact brengt met Shiga- 
bacterién, doet niet alleen de virulentie tegen pest maar ook 
die tegen Shiga toenemen en dan hebben noch het lange staan 
noch de filtratie een inactiveerenden invloed. 

Vergelijking der filtraten van pestbacteriophagen A enC die 
nadat ze sedert 1928 meer dan 200 X via pestbacillen zijn voort- 
gekweekt worden onderzocht nadat ze nog eens 10 en 20 X, 
elk voor zich, via pest en Shigabacillen zijn gekweekt. 


Naam van den phaag en wijze van Titer v. den phaag ten opzichte 
voortkweeken. van de gevoelige microbe. 


na pl.m. na pl.m. na pl.m. 
200 pass. 210pass. 220 pass. 


Pestphaag A via pest overgeént en onder- 


OC ete Se CNM DES Umea ie ate sate one ho. chs seas) os 10-8 10-° KORY 
Pestphaag A via pest overgeént en onder- 

ZOCHEMEECHESIIZ AM ene eee oo nts cee 10-* LOge 1-2 
Pestphaag A via Shiga overgeént en onder- 

ZOCitmI Ce CORDES HED... Aakers te ee oe 10-8 1 Once (2) ee Oe 
Pestphaag A via Shiga overgeént en onder- 

ZOC Html C SETS NLA ae wtoinc ce aa < Dees iss ayerast Ore 10-° 102 E) 
Pestphaag C via pest overgeént en onder- 

ZO LELEN “DESb eee eer. «vee oe ohsle cote 10-° 10° KOS 
Pestphaag C via pest overgeént en onder- 

Zochta tezen MSnigartae mercy. aoe paises he 10 (*) LOG (2) eel On ca) 
Pestphaag C via Shiga overgeént en onder- 

HOKE TST TE eet eee eee 10-8 10g2(2) eel One 
Pestphaag C via Shiga overgeént en onder- 


ZOCHT TELE SISA ae. ae eee. ook 1s Oe Ome 


(4) vanaf 107° is de lysis niet volkomen. 

(7) vanaf de verd. van 10-° geen lysis. 

(*) van 10-° af niet volkomen lysis. 

(*) N.B. Bij de zoo snel op elkaar volgende overenting en filtratie 
van Pestphaag C via pest heeft de filtratie door Chamberland L, geen 
volkomen inactiveerende werking op de lysogeniteit ten opzichte van Shiga. 


Een tweede verklaring zou men van het verschijnsel kunnen 
geven door aan te nemen, dat de bacteriophaag van complexen 
aard is en dat wij hier in de gelukkige omstandigheid verkeeren, 
dit aan den phaag C te kunnen demonstreeren. 

Hij zou dan moeten bestaan uit een stabiele kern die steeds 
bliikt pestbacterié1 te kunnen oplossen. Deze kern zou ook 
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Shigabacterién kunnen oplossen indien zij geactiveerd wordt 
door een nog onbekende stof, die door jonge zich deelende pest- 
bacterién wordt gevormd. Men kan nl. de inactieve phagen 
weer regenereeren door ze slechts eens op pestbacillen over te 
enten. 

Deze substantie zou dan in oude filtraten te gronde gaan, 
worden geinactiveerd door verwarming gedurende een uur tot 
56° C en door filters worden geadsorbeerd. 

Deze veronderstelling is niet nieuw. 

Bordet en Ciuca wezen er op, dat lysabele microben eerst 
moeten groeien voor zij door den phaag worden opgelost. 
Volgens hen moet de microbe eerst iets van een oplosbare sub- 
stantie afscheiden voor het verschijnsel der lysis optreedt’*). 

Paul Hauduroy verdedigde eveneens de stelling van den 
complexen aard van den phaag. Men zou hebben een component, 
die zich ten koste van de microbe vermeerderde en een door 
de lysabele microben gesecerneerde substantie. Lysis zou 
alleen dan tot stand kunnen komen indien beide substanties zich 
vereenigden. Hij had een typhusphaag die inactief was voor 
colibacillen en die door verwarming tot een temperatuur die de 
lysis ophief, typhus niet meer oploste. Na de verwarming kon 
hij in twee van vijf proeven na 3 en 4 passages van den in- 
actieven phaag op colibacillen die vooraf niet werden opgelost, 
een phaag verkrijgen die colibacillen oplostte °). 

Wilde ik deze mogelijkheid onderzoeken dan moest er een 
middel worden gevonden om jonge pas 3, 6, 8 en 12 uur oude 
phagen te bevrijden van de pestbacillen, buiten filtratie en ver- 
warming om. Ik vond deze methode in de behandeling der 
culturen met chloroform. 

Werd een lysaat van pestbacterién door pestphaag C met 
chloroform gesteriliseerd dan loste 0.1 cc van een dergelijk 
lysaat zoowel Shiga als Pestbacterién op. Werd er dus door 
jonge pestbacterién een stof gesecerneerd die de lysis door den 
phaag zou moeten activeeren, dan werd zij niet door chloroform 
vernietigd. 

Jonge, 3, 4, 6 en 10 uur oude boui!lonculturen van lysabele 


*) Bordet et Ciuca. Sur la régénération du principe actif dans l'auto- 
lyse microbienne. C. R. d. 1. Soc. d. Biol. Tome 85. 1921. p. 1095. 

*) Paul Hauduroy. Sur la constitution du Bacteriophage de d’Hérelle. 
C. R. Hebd. d. Sc. d. 1. Soc. d. Biol. Tome 88. 1923. p. 59—6N. 
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pestbacillen werden met een overmaat van chloroform gemengd, 
goed omgeschud en in gesloten reageerbuizen, gedurende 3 uur 
bij 37° C in het waterbad gebracht. De cloroform werd daarna 
onder de klok van de luchtpomp verwijderd. Het steriele vocht 
werd in de hoeveelheid van 0.2 cc bij de buisjes gebracht. De 
proef werd volgens onderstaand schema viermaal, steeds met 
hetzelfde resultaat herhaald. 


Oude op Shiga inactieven pestphaag C + Shiga 150 = geen lysis 
Oude op Shiga inactieven pestphaag C + Pest Suez = lysis 
Oude op Shiga inactieven pestphaag C + Shiga 150 + extr. 

uit 3 uur oude pestcultuur = geen lysis 
Oude op Shiga inactieven pestphaag C + Shiga 150 + extr. 

uit 4 uur oude vestcultuur = geen lysis 
Oude op Shiga inactieven pestphaag C + Shiga 150 + extr. 

uit 6 uur oude pestcultuur = geen lysis 
Oude op Shiga inactieven pestphaag C + Shiga 150 + extr. 

uit 10 uur oude pestcultuur = geen lysis 
Extract uit jonge pestbacterién + Pest Suez = geen lysis 
Extract uit jonge pestbacterién + Shiga 150 = geen lysis 
Contréle van extract jonge pestbacterién op steriliteit = steriel 


De derde verklaring die het waarschijnlijkst is en waar- 
voor uit mijn proeven vele bewijzen te halen zijn, is deze dat 
de phaag C (en dat geldt ook voor A en B) een zelfstandige 
eenheid is, die in het bezit is van verschillende valeuties; 
vroeger voor pest, shiga en coli, thans alleen maar onderzocht 
en aangetoond voor pest en Shiga. De valentie voor pest is het 
krachtigst en zeer stabiel, die voor Shiga kan door verschillende 
ingrepen: verwarming gedurende een uur tot 56° C en bewaren 
gedurenden langen tijd bij kamertemperatuur, filtratie door ver- 
schillende filters, worden verzwakt of zoo onwerkzaam worden 
gemaakt, dat het eerst na vele kunstgrepen gelukt hem zijn 
virulentie tegen Shiga te doen herkrijgen. 

Is deze verklaring juist, dan moet het gelukken aan te 
toonen, dat elk bacteriophaag partikeltje verkregen uit een voor 
Shiga onwerkzamen phaag van C, wel in staat is pestbactericn 
en alleen deze op te lossen en pas na groei op die pestbacteri¢n 
in staat is Shigabacterién tot Ivsis te brengen. 

Van de hoeveelheid van pl.m. 20 cc van een voor pest 
krachtige maar voor Shiga 150 onwerkzamen phaag werd de 
uiterste verdunning bepaald, waarbij nog van de lysis van 
pestbacillen iets te bespeurci: Viel. Deze bdieek 10°" te bedragen. 
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Van de verdunning 10°° van dezen phaag komt in elk van 100 
buisies met 10 cc bouillon, 0.1 cc en in elk van 100 andere 
bouillonbuisjes 1 cc van de verdunning 10°°. De rest van de 
20 cc phaag C werd in hoeveelheden van 0.1 cc in buisjes ge- 
bracht. Elk dezer hoeveelheden werd op lysis tegen Shiga 150 
met volkomen negatief resultaat onderzocht. 

Van elk der serién van 100 buisjes worden 50 buisjes ge- 
infecteerd met pest, de 50 andere met Shiga 150. 

Geen der 100 met Shiga geénte buisjes vertoont een spoor 
lysis en in geen hunner is de phaag na overenting en passage 
op Shiga te regenereeren. 

Van de 100 met pest beénte buisjes vertoonen 4 der ver- 
dunning 10°° en 19 der verdunning 10° lysis. 

Bij elk dezer 23 buisies waarin de pestbacillen na 24 uur 
staan bij 37° C volkomen helder waren opgelost, kwamen 2 
druppels van een suspensie van jonge Shigabacillen. De buisjes 
gaven reeds na 6 uur volkomen heldere lysaten. Het blijkt dus, 
dat bij een verdunning die zoover is doorgevoerd dat men 
redelijkerwijs als zeker mag aannemen, dat telkens hoogstens 
één partikel van den phaag in de buisjes met 10 cc bouillon 
steeds weer alleen de lysis ten opzichte van pest tot uiting 
komt. Is dit geschiedt dan is het geregenereerde phaagpartikeltje 
direct weer in staat de Shigabacterién op te lossen. 

Ik meen dat uit deze proef geen andere conclusie mogelijk 
is, dan dat elk phaagdeeltje voor zich de eigenschap bezit, zijn 
lytische potenties voor Shigabacterién door de inwerking van 
verschillende factoren te verliezen, maar deze na passage op 
jonge pestbacillen snel te regenereeren. 

Een dergelijk vermogen lijkt mij moeilijk te rijmen met die 
theorién, die den phaag beschouwen als een ferment geprodu- 
ceerd door het bacteriénprotoplasma, is echter wel in volkomen 
overeenstemming met de opvatting van den phaag als een 
autonoom wezen, parasiet van de microbe. 


(Uit het Instituut voor Tropische Geneeskunde te Leiden; 


Directeur Prof. P. C. Flu). 
Mees Serre AF et 


Het antagonisme tussen Leptospira icterohae- 
morrhagiae en Leptospira pseudoicterogenes !) 


DOOR 


DrePen. VAN THIEL. 


Conservator. 


Appelman’*) heeft in zijn dissertatie aangetoond, dat, wan- 
neer men in het cultuurmedium voor leptospirae volgens 
Korthof virulente Weil-leptospirae (Leptospira icterohae- 
morrhagiae) met saprophytische leptospirae (Leptospira pseu- 
doicterogenes, = L. biflexa) samenbrengt, de pathogene stam 
te gronde gaat*). Daar dit slechts voor twee saprophytische 
stammen (de door mij in 1927 geisoleerde stammen IX en X 
uit sloten in de omgeving van Leiden) en het medium volgens 


1) Naar een voordracht voor de ,,Nederlandsche Vereeniging voor 
Microbiologie” op 5 Mei 1934. Het andere gedeelte van deze voordracht 
over ,,De wijze van infectie bij de ziekte van Weil” is verschenen in het 
Ned. Tijdschr. v. Geneeskunde, 78, 1934. p. 3115. 

2) J. M. Appelman, Het isoleren van Leptospira icterohaemorrhagiae 
uit water, bijdrage tot de kennis van de epidemiologie van de ziekte van 
Weil. Diss. Leiden 1934. 

J. M. Appelman und P. H. van Thiel. Das Isolieren von Leptospira 
icterohaemorrhagiae aus Wasser. Zentralblatt fiir Bakteriologie. Org. Bd. 
132, 1934. 

8) Zeker gaat de virulentie van de pathogene leptospira achteruit, 
daar, door enting in de muis, een enkel virulent exemplaar door de vorming 
van antistoffen aangetoond kan worden. Dat de Weil-parasiet, avirulent ge- 
worden, geheel verdwijnt, kon niet aangetoond worden, daar weinige 
avirulente parasieten bij de muis geen immuunlichaam doen ontstaan; dat 
dit niettemin toch nagenoeg zeker is, blijkt uit het feit, dat 30 cc meng- 
cultuur na intraperitoneale injectie bij een cavia niet aan te tonen was. 
Wanneer dus van ,,te gronde gaan van de pathogene stam” gesproken 
wordt, is dit zeker niet ver van de waarheid verwiiderd. 
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Korthof werd aangetoond, werd dit onderzoek tot nog enkele 
andere stammen en twee andere cultuurmedia uitgebreid. 

Daartoe werden gebruikt de door mij in 1924 uit een water- 
leidingkraan van ons Instituut geisoleerde stam I van L. pseu- 
doicterogenes, de in 1926 te Amsterdam door Mochtar eveneens 
uit drinkwaterleiding geisoleerde stam van L. pseudoicterogenes 
Wa A en de Javaanse stam van L. pseudoicterogenes Tjipanas, 
geisoleerd door Kirschner uit een warme bron, die aan de voet 
van de vulcaan Goentoer ontspringt. Zoowel deze als de sapro- 
phytische stammen Leiden IX en X zijn serologisch verschillend. 
Als voedingsbodem werden gebruikt het medium volgens 
Vervoort, dat bij het kweken van pathogene leptospirae vaak 
gebruikt wordt en dat volgens Ungermann, het eenvoudige 
medium, waarin men meestal de saprophytische leptospira- 
stammen pleegt te kweken. Proeven met het Korthof-medium 
werden nog verricht met de niet door Appelman gebruikte 
stammen Wa A en Tijipanas. 

Als pathogene stam werd slechts één stam gebruikt, n.l. 
dezelfde stam die door Appelman gebezigd werd. Daar de viru- 
lentie ervan achteruit gegaan was, werd deze door passage door 
een cavia verhoogd. Toen deze cavia onder de typische ver- 
schijnselen van de ziekte van Weil stierf, werd de stam voor 
het verrichten van het experiment geschikt geacht. Met het 
gebruik van deze ene pathogene stam werd volstaan, daar 1° 
verreweg het grootste gedeelte der gevallen van de ziekte van 
Weil bij de mens door stammen met een overeenkomstige 
antigene structuur (= L. icterohaemorrhagiae) ontstaan zijn, 2° 
het tot nu toe nog niet gelukt is waarschijnliik te maken, dat 
men door de van dit type afwijkende stam, die veel bij honden 
voorkomt en daarom L. canicola*) wordt genoemd, besmet 
wordt door middel van water. Evenals de L. canicola-infectie 
der honden zeer waarschijnliik van hond op hond overgaat 
zonder bemiddeling van water, is het mogelijk dat de mens 
(pas enkele gevallen bij de mens zijn beschreven) zijn besmet- 
ting door die parasiet uitsluitend kan danken aan contact met 


*) A. Klarenbeek en W. Schiiffner. Het voorkomen van een af- 
wijkend Leptospira-ras in Nederland. Nederl. Tiidschr. v. Geneeskunde. 77, 
1933, p. 4271. 

W. Schiiffner, Recent work on leptospirosis. Transact. of the Royal 
Soc. of Trop. Med. and Hyg. 28, 1934, p. 7. 
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een hond, die L. canicola met de urine uitscheidde, resp. door 
het eten van door zulke hondenurine besmet voedsel. 

Evenals Appelman dit deed, werden buisjes, die met 2 cc 
cultuurmedium en 10% geinactiveerd steriel konijneserum ge- 
vuld waren, geént met 1 druppel icterohaemorrhagiae-cultuur + 
1 druppel pseudoicterogenes-cultuur, terwijl voor de nodige 
contréles werd zorg gedragen. Deze buisjes werden in een 
broedstoof van 30° C geplaatst en na een wisselend aantal 
dagen telkens intraperitoneaal ingespoten bij een muis. 

Het resultaat®) vindt men in de tabellen 1 en 2, terwiijl 
het meer overzichtelijk is weergegeven in tabel 3, waarin boven- 
dien, ter vergelijking, een deel van Appelman’s tabellen is ver- 
werkt. De volgende conclusies kunnen getrokken worden: 

1. Zowel in het cultuurmedium volgens Vervoort als in 
dat volgens Ungermann kan het antagonisme tussen L. ictero-. 
haemorrhagiae en de L. pseudoicterogenes-stammen geconsta- 
teerd worden. Hieruit mag met grote waarschijnlijkheid afgeleid 
worden dat het antagonisme tussen saprophytische en patho- 
gene Leptospira-stammen algemeen bestaat. 

2. Er bestaat een groot verschil in het vermogen van 
saprophytische stammen om de pathogene te onderdrukken. De 
krachtigste werking toont stam X, terwijl de werking van stam 
Tjipanas veel geringer, maar niettemin duidelijk aanwezig ge- 
noemd moet worden. 

3. De hoge titer, die door Appelman bij zijn met L. ictero- 
haemorrhagiae ingespoten muizen verkregen. werd (soms zelfs 
1 : 50.000, terwijl verscheidene muizen onder het typische beeld 
van de ziekte van Weil sierven), heb ik niet waargenomen. Hoe- 
wel de stam dus nog in staat was een cavia te doden, was zijn 
virulentie voor de muis toch blijkbaar sterk achteruitgegaan. 
Een nadeel heeft dit niet opgeleverd, behalve bij de serie 
proeven met stam Tjipanas, die, zooals gezegd, later verricht 
werd, toen de virulentie voor muizen nog verder gedaald was. 
Toch kon ook hier onmiskenbaar het antagonisme waarge- 
nomen worden. 


5) Daar de stam Tiipanas op het oogenblik, dat de overige proeven 
verricht werden, bacterieel verontreinigd bleek, werden de proeven met 
deze stam pas later gedaan. Kon voor de overige proeven met één contréle- 
serie per voedingsbodem volstaan worden, hier moest een afzonderlijke 
contréle ingeschakeld worden, zoais dit in de tabellen staat aangegeven. 
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Voor de verklaring van het besproken antagonisme heeft 
Appelman enkele proeven verricht: 

1. aan elk van 3 dagen oude culturen van L. pseudoictero- 
genes-stam IX in het medium van Korthof worden 4 druppels 
chloroform toegevoegd en gedurende één nacht in de stoof ge- 
zet. De volgende dag wordt de chloroform in vacuo verwijderd 
(met de KOH-aniline proef werd geconstateerd dat dit volledig 
het geval is). 

2. even oude culturen van dezelfde stam in hetzelfde 
milieu worden gedurende een half uur op 56° C verhit, waarna 
alle leptospirae gedood zijn. 

De inhoud van de ,,chloroform’’-buizen en van de ,,verhitte” 
buizen wordt vervolgens gecentrifugeerd gedurende 1 uur op 
een toerental van 9600 per minuut. Daarna worden de boven- 
staande vloeistoffen afgepipetteerd en worden in wisselende 
hoeveelheid (van 0.1 tot 2 cc) aan buisjes met 2 cc Korthof- 
medium toegevoegd, of 2 cc ervan in steriele lege buisjes ge- 
bracht, waarna deze buisjes met L. icterohaemorrhagiae-cultuur 
worden geént. 

Toevoeging van geringe hoeveelheden gecentrifugeerde 
vloeistof bleek eigenliik geen invloed uit te oefenen op de groei 
der Weil-spirochaeten, maar de spirochaet groeide niet in de 
gecentrifugeerde vioeistof als zodanig. Toevoeging van 10% 
konijneserum bleek dit milieu te herscheppen in een uitstekende 
voedingsbodem voor L. icterohaemorrhagiae. 

Het leek Appelman aannemelijk deze resultaten te ver- 
klaren door de vorming van bepaalde stoffen door L. pseudoic- 
terogenes, die het voortbestaan van L. icterohaemorrhagiae 
onmogelijk maken, daar men moeilijk kan aannemen, dat uit- 
putting van het voedingsmedium een rol speelt. Het toegevoegde 
serum kan eventueel aanwezige toxische stoffen geresorbeerd 
hebben. 

Daar Appelman zelf wel gevoeld heeft, dat het doden van 
leptospirae, hetzij door de toevoeging van chloroform, hetzij 
door verhitting, een verandering van het milieu tengevolge kan 
hebben, heeft hij getracht aan dit bezwaar °) tegemoet te komen 
door 4 cc 4 dagen oude cultuur van L. pseudoicterogenes in 
Korthof-medium, te filtreren door een Chamberland-kaars L5, 


°*) Met eenvoudig centrifugeren bereikt men niets, omdat het niet lukt 
alle leptospirae neer te slaan. 
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welke filtratie na 5 minuten werd gestaakt. De verwachting, dat 
deze zeer korte tijd van filtreren te kort zou zijn voor een 
passeren door het filter van L. pseudoicterogenes, is niet in 
vervulling gegaan: de contrdle toonde aan, dat toch reeds 
spirochaeten de kaars gepasseerd waren. 

Daar toch alleen filtratieproeven een antwoord op de ge- 
stelde vraag zouden kunnen geven, heb ik getracht ze op groter 
schaal te herhalen. Hoewel het ook mij herhaaldelijk overkomen 
is, dat aan de proef geen waarde toegekend kon worden, daar 
de contrdle aantoonde, dat toch enkele spirochaeten door het 
filter gedrongen waren, gebeurde dit bij enkele filtraties niet. 
Deze gevallen zijn in tabel 4 verzameld. Eveneens is in deze 
tabel opgenomen een filtratie door een collodiunmembraan. Van 
den Boogert’) toch nam waar, dat binnen 24 uur geen lepto- 
spirae met de filtrerende vloeistof (+ 5 cc waren meegekomen. 

Deze proeven hebben geenszins een gelijkluidend resultaat 
gehad. Naast gevallen, waarin de Weil-spirochaet in het fil- 
traat matig goed bleek te groeien (a, c, f), ziin er andere, waar 
deze groei goed (d) of uitstekend (b) was, terwijl de groei in de 
proeven e en g zeer slecht was. Vooral in proef e komt dit tot 
uiting, waarin, zoals in de tabel staat aangegeven, na 4, 12 en 
21 dagen telkens meer Weil-cultuur werd toegevoegd. Daar 
gecontroleerd werd dat de goede groei in sommige buisjes 
inderdaad door L. icterohaemorrhagiae veroorzaakt werd en 
nagegaan werd dat het niet-willen groeien van deze spirochaet 
niet te wijten was aan een bacterieele verontreiniging (zoals dit 
in de tabel vermeld is), terwijl L. icterohaemorrhagiae in Kort- 
hof-medium zonder konijneserum vrij goed bleek te groeien, kan 
dit niet gelijkluidende resultaat alleen verklaard worden door 
aan te nemen dat L. pseudoicterogenes inderdaad voor L. ictero- 
haemorrhagiae schadelijke stoffen afscheidt, welke in het ene 
geval meer, in het andere geval minder sterk door de filterkaars 
geadsorbeerd worden. 

Deze serie filtratie-proeven vormen dus een bevestiging 
van de ,,chloroform” en ,,verhittings”-proeven van Appelman 
en maken zijn genoemde vrees voor de niet-geldigheid voor 
deze proeven ongegrond. 

Teneinde na te gaan of het antagonisme niet alleen bestaat 


7) J. B. van den Boogert. Onderzoek naar de doorlaatbaarheid van 
collodiummembranen voor bacterién. Diss., Leiden 1932. 
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tussen een saprophytische en avirulente (zie de oriénterende 
proeven van Appelman) of virulente pathogene Leptospira-stam, 
maar wellicht ook tussen een avirulente en virulente pathogene 
stam, stelde ik nog de in tabel 5 weergegeven overeenkomstig 
uitgevoerde serie proeven in. Als avirulente stam gebruikte ik 
stam Coppée en als virulente de vroeger door mij gebruikte 
stam, die tevoren 2 caviae passeerde en deze doodde. Daar 
verwacht kon worden dat, wanneer dit antagonisme aanwezig 
was, dit toch uitermate zwak zou zijn, liet ik de buisjes met de 
gemengde cultuur tot 21 dagen toe in de broedstoof staan. 
Dit vermoeden bleek juist te zijn. Evenals Appelman dit heeft 
beschreven, gaf de avirulente Coppée-stam bij de muis slechts 
aanleiding tot vorming van zeer weinig antistoffen, terwijl bij 
de virulente stam ook hier niet zulke hoge titers verkregen 
werden als Appelman die beschreef. 

Daar Weil-stam Coppée in het cultuurmedium volgens 
Korthof beter groeit dan de virulente stam en in groeivermogen 
voor de saprophytische stam niet veel onderdoet, is het mis- 
schien mogelijk dat de meerdere groeisnelheid van de sapro- 
phytische en avirulente pathogene stammen in verband staat 
met het feit dat beide zich overeenkomstig gedragen ten op- 
zichte van de virulente stam, daar moeilijk aangenomen kan 
worden, dat avirulente pathogene stammen voor virulente 
pathogene stammen schadelijke stoffen zouden afzonderen. 

Tenslotte zij er hier nog eens nadrukkelijk op gewezen — 
zie Appelman’s dissertatie hiervoor uitvoeriger —, dat het be- 
schreven antagonisme niet van betekenis is voor in de natuur 
besmet oppervlakte water. Bacterién toch vormen zonder enige 
twijfel de grootste vijand van L. icterohaemorrhagiae. Het heeft 
alleen betekenis, wanneer men tracht uit water L. icterohaemor- 
rhagiae via cultuurmedia te isoleren. Alleen filtratiemethoden 
volgens Vinzent en Bauer komen in aanmerking, daar deze 
alleen reeds van af het begin bacterién uitschakelen. Daar de 
concentratie van L. icterohaemorrhagiae in water niet groot zal 
zijn, is de kans, dat zo’n spirochaet de filterkaars passeert ge- 
ring, in alle geval veel geringer dan voor de ubiquitaire L. pseu- 
doicterogenes. In het gunstigste geval filtreert men dus een 
enkele pathogene leptospira en verscheidene saprophytische. 
Laat men zo’n cultuur staan tot een goede groei van leptospirae 
is opgetreden, dan zal het antagonisme tussen beide oorzaak 
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zijn, dat de pathogene stam onderdrukt wordt. Alleen enting 
van de gefiltreerde vloeistof bij proefdieren direct na de filtratie 
maakt het mogelijk de pathogene leptospirae uit water te iso- 
leren; gelukt is dit nog nooit. Appelman heeft evenwel aange- 
toond, dat zijn ,,badmethode” beter en sneller tot het doel voert. 


Conclusies. 


1. Het door Appelman geconstateerde antagonisme tussen 
één Leptospira icterohaemorrhagiae-stam en twee Leptospira 
pseudoicterogenes-stammen in het voedingsmedium volgens 
Korthof kon eveneens waargenomen worden t.o.v. drie andere 
saprophytische stammen in de voedingsbodems volgens Ver- 
voort en Ungermann. 


2. Bij niet alle saprophytische stammen is het vermogen 
de pathogene te onderdrukken in dezelfde mate aanwezig. 


3. Op grond van filtratieproeven wordt het antagonisme 
verklaard door de afscheiding van voor L. icterohaemorrhagiae 
schadelijke stoffen door L. pseudoicterogenes. 


4. Ook een avirulente pathogene stam bleek een virulente 
in kunstmatig milieu te kunnen onderdrukken, zij het na langer 
tiid dan saprophytische stammen dit kunnen. 


Aan Prof. Schiiffner betuig ik mijn hartelijke dank voor het 
afstaan der stammen Wa A en Tjipanas. 


TABBED? 
In VERVOORT-medium. 


1 dr 


1 dr 


Cultuur 
bestaande uit: 


. Weil -+ 1 dr. 
Pseudoict. I. 


. Weil + 1 dr. 
Pseudoict. IX. 


hh WSU Se it celle 


1 dr 


1 dr 


1 dr 


Pseudoict. X. 


. Weil + 1 dr. 
Pseudoict. Wa. A. 


. Weil + 1 dr. 
Pseudoict. Tjipanas. 


. Weil (contrdle) 


Muis No, 
aggl-lysis 
(Coppée) 
Muis No. 
aygl-lysis 
(Coppée) 
Muis No. 
agegl-lysis 
(Coppée) 
Muis No. 
agel-lysis 
(Coppée) | 1: 


1: 500 


Muis No. 335 339 343 351 355 
aggl-lysis 

Coppée) | 1 : 5000 | 1 : 5000 neg. 2) 
Muis No 278 283 288 303 
aggl-lysis 

Coppée) | 1 : 2500 | 1 : 2500 | 1: 2500} 1: 2500| 1: 2500; 1: 2500 


') Contréle 1 dr. Weil in Ungermann-med. 1 : 500. 
2) Controle 1 dr. Weil in Ungermann-med. 1 : 250. 


1 dr. 


1 dr 


1 dr 


Cultuur 
bestaande uit: 


Weil + 1 dr. 
Pseudoict. I. 


. Weil + 1 dr. 
Pseudoict IX. 


. Weil + 1 dr. 
Pseudoict. X. 


. Weil + 1 dr. 


Pseudoict. Wa. A. 


1 dr. Weil + 1 dr. 


Pseudoict. Tjipanas. 


1 dr. Weil (contrdle) 


TAB EL 2: 
In UNGERMANN-medium 
c = = = = 5 
a] SS) | es rc wm 
N + Ne) é S ai 
304 309 314 319 324 329 
aggl-lysis 
(Coppeé) | 1: 2500} 1:500 | 1:5000|) 1:250 | neg. neg. 
Muis No. 310 315 320 325 330 
aggl-lysis 
(Coppée) neg neg. neg. neg. neg. 
Muis No. 311 316 321 326 331 
yf enleds 
(Coppée) neg. neg. neg. neg. neg. 
Muis No. 312 317 322 327i | oe 
aggl-lysis 
(Coppée) neg. |1:1000| neg. neg. neg. 
Muis No. 340 344 348 352 356 
aggl-lysis 
(Coppée) 1:500 | 1:500 | 1:2500| neg.') | neg.?) 
Muis No. 313 318 323 328 333 


avgl-lysis 


(Coppée) | 1: 2500] 1 : 2500 | 1 : 5000 | 1: 1000 | 1 : 2500 | 1: 5000 


') Contréle 1 dr. Weil in zelfde medium 1: 500. 
2) Contréle 1 dr. Weil in zelfde medium 1: 250. 
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TABEL 3) 


& 
= 
= 
oO 
0 x. 
5 
5 W.A. 
> 
= Tjipanas 
> 
Contréle 2) 


g I. 
S 
3 IX. 
5 
Zz X. 
= 
= Wa. A. 
fd 
) Tjipanas 
S 
Contréle 2) : 


[Gen OeReeennenereurDenenanareDUeSnerneranenenanener as DEOReDanBnGHesrDnannunnrseennnennnananaannanenartsahOnenisarengeaasanssesaaennennnsensanessenennesenssaseeenaeg: 


volgens IX. 


APPELMAN §) X. 
Tjipanas 
BUS HOES Contréle 
medium 
Wa. A 


') De horizontale strepen geven de tijdsduur aan gedurende welke een 
positieve agglutinatie-lysisreactie aanwezig was. 


2) Behalve voor Tjipanas. 
8\ Verricht met meer virulente stam. 
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rroer 


na na na na na na na 
4 dagen | 12 dagen | 15 dagen | 18 dagen | 21 dagen | 24 dagen | 27 dagen 
2 cc filtraat Pseudoict.') X | 1 dr. Weil + “+- 
collodiummembraan 
2 10% K. S. + ++ | ++++ 
1 dr. Weil (Weil) 
Pes 10%, K. S. _- — 
2 cc filtraat Pseudoict. ') IX 1 dr. Weil tote | +4444 
Chambr. L. 3 (Weil) 
2 » id. id. 10% K. S. + | +++ | +4444 
1 dr. Weil (Weil) 
10 cakes: — ~ 
cc filtraat Pseudoct. ') IX “+--+ 2) + back, 
Chamb. L. 3 ster.) 
2 id. id. — —_ 
cc filtraat Pseudoict.') IX | 1 dr. Weil +47) 
Chamb. L. 3 
10% K. S. + htt 
1 dr. Weil 
10% K. S. — 
+4++++ 
cc filtraat Pseudoict.') IX | 1 dr. Weil — 3) — 4) + — 5) + — (bact. 
Chambr. L. 3 ster.) 
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Paratyphosen bij dieren in verband met de 
Volksgezondheid. 


DOOR 


Dr. A. CLARENBURG. 


Bacterioloog. 


Inleiding. 


Het geheele paratyphusvraagstuk heeft, ondanks het vele, 
dat er in bacteriologisch, epidemiologisch en klinisch opzicht 
aan gedaan is, nog op verre na een afdoende oplossing gevon- 
den. Vooral op epidemiologisch gebied zijn nog verschillende 
vraagstukken onvoldoende opgehelderd, waarvan het verband 
tusschen ziekten van mensch en dier wel het voornaamste is. 
Het gemis van een scherpe onderscheiding tusschen de ver- 
schillende typen paratyphusbacillen in de afgeloopen jaren is 
hiervan een belangrijke oorzaak geweest. Het mag dan ook een 
belangrijke schrede voorwaarts worden genoemd, dat men ge- 
durende den laatsten tijd tot op zekere hoogte erin geslaagd is, 
een differentiatie onder de vele vertegenwoordigers der Sal- 
monella-groep tot stand te brengen. Deze differentiatie heeft 
men in hoofdzaak gebaseerd op: le. serologische-, 2e. cultureele- 
en 3e. pathogene eigenschappen. Met de indeeling, gegrond op 
serologische verschillen, heeft men over het algemeen de beste 
resultaten bereikt. Door verschillende onderzoekers wordt de 
meening verkondigd, dat men met de differentieering der Sal- 
monella-bacterién niet te ver moet gaan, waarbij dan veelal op 
het groote aanpassingsvermogen dezer microérganismen wordt 
gewezen, waardoor het eene type in het andere zou kunnen 
overgaan. Zoo oppert Snijders de mogelijkheid van ,,humani- 
seering” van dierlijke paratyphusbacillen. De waarnemingen, 
welke hieromtrent zijn gedaan, kunnen zonder meer niet als 
overtuigend worden gekenmerkt. In ons laboratorium werd een 
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overgang van het eene type in het andere geen enkele maal 
waargenomen. Terecht zijn de meeste onderzoekers van oor- 
deel, dat de verschillende typen constant zijn. Daarentegen 
komt wel een variatie van de eigenschappen der afzonderlijke 
typen voor; bijv. gasvormende- en gaslooze varianten. Uit 
onlangs verrichte onderzoekingen van Pot en Tasman’) is 
bekend, dat door het kweeken in mierenzure zouten de gas- 
looze Schotmiiller-variant regelmatig in de gasvormende kan 
worden omgezet. 

Een ander voorbeeld van variatie binnen het type is het 
voorkomen van knopjes op de kolonién van Aertrycke bacillen, 
gegroeid op raffinose-agar (Clarenburg, Dornickx) ”). 

Ter opheldering van verschillende nog duistere vraag- 
stukken is het gewenscht, de bij mensch en dier aangetroffen 
Salmonella-bacterién nauwkeurig te determineeren. Fen der- 
geliik onderzoek zal zich niet tot den zieken mensch of het 
zieke dier mogen beperken, doch moet eveneens over de ge- 
zonde personen en dieren worden uitgebreid. Eerst hierna 
zullen waardevolle gegevens voor de epidemiologie der salmo- 
nellosen kunnen worden verkregen. 

Op het gebied der nomenclatuur van de verschillende typen 
paratyphusbacillen heerscht in de literatuur een groote ver- 
warring. Daarbij komt, dat door de verschillende onderzoekers 
uiteenloopende werkwijzen bij de type-bepaling worden toege- 
past. Dit maakt, dat de resultaten moeilijk met elkaar kunnen 
worden vergeleken. Het ware gewenscht, dat door internatio- 
nale afspraak een scherpe omgrenzing werd gegeven van het 
begrip Salmonella, alsmede een uniforme werkwijze voor de 
typenbepaling binnen de Salmonella-groep werd opgesteld. 


Salmonellosen bij dieren. 


Infectieziekten, veroorzaakt door paratyphusbacillen, 
komen over de geheele wereld verbreid voor. Over de frequentie 
dezer ziekten zijn echter weinig nauwkeurige gegevens beschik- 
baar, in verband met het feit, dat over het algemeen geen ver- 


1) Pot u. Tasman, Centralbl. f. Bakt. Abt. 1, Orig., Bd. TPs OLR 
Bd. 126 S. 348, Bd. 130, S. 357. 

2) Clarenburg u. Dornickx, Zeitschr. f. Hygiene u. Infektionskrkh. 
Bd. 114, S. 31. 
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verplichte aangifte voor Salmonellosen bij dieren bestaat. Deze 
aangifte zou echter ten zeerste gewenscht zijn, niet alleen uit 
een oogpunt van dierziekten-bestrijding, doch tevens ter ver- 
mindering van het infectiegevaar voor den mensch. 

Over de frequentie der diersalmonellosen in Nederland zijn 
belangrijke gegevens te vinden in de jaarverslagen van den 
Vétérinair Hoofdinspecteur van de '‘Volksgezondheid en in die 
van de Rijksseruminrichting en het Centraal Laboratorium voor 
de Volksgezondheid. Vrij veelvuldig worden in ons land Salmo- 
nellosen bij kalveren, varkenr, duiven en vermoedelijk ook bij 
eenden waargenomen. Verder komt deze ziekte sporadisch bij 
de meeste zoogdieren en vogels voor (paard, rund, muis, rat, 
zilvervos, kip, cavia, zwaan, kanarie, parkiet, enz.). Bij varkens 
moet een onderscheid worden gemaakt in z.g. paratyphus, 
waarbij de ziekte primair door paratyphusbacillen wordt ver- 
oorzaakt en varkenspest, waarbij deze bacillen een secundaire 
infectie teweeg brengen bij het aan viruspest lijdende dier. 

Indien men Bact. gallinarum en Bact. pullorum tot de Sal- 
monellae rekent, moeten ook de hoenders (v.n. kippen) worden 
genoemd, als dieren, waarbij in Nederland vaak Salmonellosen 
(Klein’sche ziekte en Morbus pullorum) worden aangetroffen. 

Het is zeer moeilijk een indeeling van de Salmonellosen bij 
dieren te geven. De klinische verschijnselen alsmede de patho- 
logisch-anatomische veranderingen loopen, zoowel bij de af- 
zonderlijke diersoorten als bi} dieren van dezelfde soort, sterk 
uiteen, zoodat op grond hiervan geen groepeering is te maken. 
Een dergelijke indeeling zou ook weinig practische beteekenis 
hebben. Naar mijn meening is alleen van belang, een indeeling 
naar het oorzakelijke bacillen-type. Hierdoor zal men tevens 
in bepaalde gevallen van paratyphusinfectie bij den mensch aan- 
wijzingen kunnen krijgen voor een verband met een of andere 
dierparatyphose. 

In de literatuur, speciaal van Duitsche zijde*), worden de 
dierparatyphosen in 3 groepen verdeeld n.l.: a. primaire para- 
typhosen, b. enterites van volwassen runderen en c. secun- 
daire paratyphosen. 


Tot de primaire dierparatyphosen worden gerekend 1. de 


’) Elkeles u. Standfuss, Handbuch der pathogenen Mikroorga- 
nismen, Band 3, Teil 2 (1931). 
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kalverparatyphus, 2. de infectieuse abortus der paarden, 3. 
de infectieuse abortus bij schapen, 4. de Klein’sche en de Pul- 
lorumziekte der hoenders, 5. muizen- en rattentyphus, 6. 
paratyphus der varkens, 7. verschillende andere dierpara- 
typhosen, waaronder ziekten van de meest uiteenloopende dier- 
soorten samengevat, waarvan niet steeds met zekerheid is uit 
te maken of het primaire paratyphosen zijn, dan wel secundaire 
aandoeningen, welke in aansluiting aan andere ziekten zijn ont- 
staan. In verband hiermede worden uit de omvangrijke literatuur 
vermeld: infectieuse ziekten bij paarden, katten, hazen, mar- 
motten, zilvervossen, papegaaien, musschen, kanarievogels, 
viuken, kalkoenen, ganzen, eenden en bijen. 

De groep ,,enterites van volwassen dieren” omvat in hoofd- 
zaak runderen, hoewel ook gevallen bij het schaap (in verband 
met de bekende vleeschvergiftiging te Ueberruhr in 1919) en 
het paard beschreven zijn. 

Tot de ,,secundaire dierparatyphosen” behooren alle para- 
typhusinfecties, welke optreden in aansluiting aan een of andere 
ziekte. Hiertoe worden o.m. gerekend, de door bacillus 
suipestifer veroorzaakte secundaire infectie bij het aan viruspest 
liidende varken. 

Naar mijn meening is de handhaving der groep ,,enteritis 
van volwassen dieren” overbodig te achten. Bij het volwassen 
rund kan men behalve een darmaandoening, typische, sub- 
miliaire ontstekingshaardjes in de lever aantreffen, zooals wij 
die bij de paratyphus der kalveren kennen. Bovendien kunnen 
de paratyphusbacillen in het geheele lichaam verspreid voor- 
komen. Daarbij komt nog, dat verschillende waarnemingen op 
een causaal verband met de kalverparatyphus wijzen. Vermoe- 
delijk moeten deze aandoeningenm dan ook als primaire para- 
typhosen worden beschouwd. Het is zeer goed mogelijk, dat 
praedisponeerende momenten aan de salmonella-infectie voor- 
afgaan, dit is echter ook bij vele primaire paratyphosen het 
geval. De gevallen, waarbij in aansluiting aan een niet-para- 
typheuse enteritis een infectie met paratyphusbacillen optreedt, 
kunnen tot de ,,secundaire paratyphosen” worden gerekend. 

De paratyphosen treden vooral bij jonge dieren op en zijn 
hierbij als regel gekenmerkt door een acuut, vaak met den dood 
eindigend, ziekteverloop. Maagdarmstoornissen staan meestal 
op den voorgrond, waarbij diarrhee een voornaam ziektever- 
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schijnsel is. Een groot aantal paratyphusbacillen wordt met de 
faeces en in mindere mate met de urine uitgescheiden. Indien 
deze ziekte een lethaal verloop neemt, kunnen deze bacillen 
als regel in het geheele lichaam worden aangetoond. Treedt 
daarentegen genezing op, dan zijn de paratyphusbacillen veelal 
vrij spoedig uit het lichaam verdwenen. Men moet echter met 
de mogelijkheid rekening houden, dat nog geruimen tijd para- 
typhusbacillen met de faeces en soms ook met de urine worden 
uitgescheiden, en eventueel in inwendige organen voorkomen 
(,,latente infectie’). Over de rol, welke de galblaas bij deze 
bacillendragers speelt, zijn we bij bieren onvoldoende ingelicht. 
In tegenstelling met de zoogdieren zien wij bij vogels zeer vaak 
een localisatie der infectie in de ovarién optreden, waardoor 
paratyphusbacillen in de eieren voorkomen en het jonge kuiken 
geinfecteerd ter wereld komt. Bij duiven ontwikkelt zich in aan- 
sluiting aan het acute stadium der ziekte vaak chronische ont- 
steking van een der gewrichten. In het ontstekingsexsudaat 
kunnen de paratyphusbacillen zeer geruimen tijd worden aan- 
getoond. 

Met uitzondering van de Klein’sche ziekte de Morbus pul- 
lorum bij hoenders worden bij de dierparatyphosen in hoofd- 
zaak 3 Salmonella-typen aangetroffen n.J]. Bact. enteritidis 
Gaertner (Salmonella enteritidis), Bact. paratyphi B Aertrycke 
(Salmonella Aertrycke) en Bact. Suipestifer (Salmonella suipe- 
stifer). Voor de verwekkers der paratyphose bij duiven vindt 
men in de literatuur nog al eens vermeld, dat deze tusschen 
het Aertrycke- en Schotmiillertype in staan. Enkele jaren ge- 
leden was ik in de gelegenheid een groot aantal duiven, lijdende 
aan paratyphus, te onderzoeken. Steeds werd hierbij als oor- 
zaak Bact. Aertrycke vastgesteld. Verschillende gevallen zijn 
bekend, waarin Schotmiillerbacillen bij dieren (rund, paard en 
varken) zijn gevonden. De infectie is hierbij als regel, zoo niet 
altijd, van den mensch uitgegaan. 


Voorkomen van paratyphusbacillen in de faeces van gezonde 
dieren. 


Dit vraagstuk houdt direct verband met de ubiquiteit der 
paratyphusbacillen, waarover de meeningen ten zeerste ver- 
deeld zijn. Door verschillende onderzoekers wordt opgegeven, 
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dat de paratyphusbacillen algemeen verbreid in de buiten- 
wereld voorkomen. Niet alleen in het darmkanaal van gezonde 
dieren zouden deze kiemen veelvuldig worden aangetroiffen, 
doch eveneens in tal van voedingsmiddelen, welke tot geen 
ziekteverschijnselen aanleiding geven. Zooals ook reeds door 
anderen is opgemerkt, zijn deze waarnemingen gedaan in een 
tiid, waarin de onderscheiding der paratyphusbacillen van de 
paratyphusachtize kiemen niet zoo scherp kon worden door- 
gevoerd als tegenwoordig mogelijk is. De nieuwere onder- 
zoekingen wijzen er dan ook op, dat de aanwezigheid der para- 
typhusbacillen tot het zieke dier en diens naaste omgeving 
beperkt blijft. 

Over het voorkomen van paratyphusbacillen in de faeces 
van gezonde runderen werden door mij enkele onderzoekingen 
verricht, waarvan hier een korte beschrijving volgt. 

le. In een stal, alwaar paratyphus bij enkele kalveren was 
voorgekomen, veroorzaakt door Salmonella enteritidis (type 
Kiel), werden de klinisch gezonde dieren bacteriologisch en 
serologisch onderzocht. Het gelukte bij 2 van de 22 volwassen 
_ runderen en 2 van de 4 kalveren paratyphusbacillen in de 
faeces aan te toonen, welke alle tot Bact. enteritidis Gartner 
(type Kiel) behoorden. In geen der bloedsera waren immuun- 
agglutininen aanwezig. 

2e. Op dezelfde wijze werden 208 gezonde slachtrunderen 
onderzocht, waarvan 50 in leeftijd varieerden van pl.m. 6 weken 
tot pl.m. 4 maanden en de overige ouder dan pl.m. 6 maanden 
doch vocr het grootste gedeelte volwassen waren. Slechts bij 
3 volwassen runderen konden paratyphusbacillen in de faeces 
worden aangetoond, bij de overige dieren verliep dit onderzoek 
negatief. Wel werden verschillende malen bacterién gekweekt, 
welke groote overeenkomst met paratyphusbacillen vertoonden. 
Deze paratyphus-achtige bacillen konden echter van de echte 
paratyphusbacillen worden onderscheiden, doordat na enkele 
dagen een geringe ontleding van lactose of (en) saccharose 
optrad of door de vorming van indol. Deze bacillen waren vaak 
niet- of zeer gering beweeglijk en met uitzondering van enkele 
spontaan agglutinabele stammen inagglutinabel in de verschil- 
lende agglutineerende sera. 

De paratyphusbacillen, welke uit de 3 volwassen runderen 
waren geisoleerd, behoorden tot Bact. enteritidis (type Kiel), 
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welke gewoonlijk als verwekker van kalverparatyphose wordt 
waargenomen. 

Van de 208 bloedsera bleken slechts 2 immuunagglutininen 
te bevatten; één hiervan was afkomstig van een paratyphus- 
bacillen-uitscheidend rund. 

In verband met het geringe aantal bacillendragers bij deze 
208 slachtrunderen, mag wel worden aangenomen, dat het 
relatief groote aantal positieve gevallen bij het eerstvermelde 
onderzoek op een besmetting met faeces of (en) urine van zieke 
kalveren berustte. Het feit, dat bij het 2e onderzoek slechts 3 
van 208 gezonde runderen paratyphusbacillen in de faeces 
bleken te bevatten, pleit tegen het algemeen verbreid voor- 
komen dezer microérganismen, te meer waar steeds hetzelfde 
type n.l. bacillus enteritidis Gaertner (type Kiel) werd gevonden. 
Indien werkelijk de paratyphusbacillen ubiquitair voorkwamen, 
zau het wel een zeldzame toevalligheid mogen worden genoemd, 
dat geen enkele maal een ander type werd aangetrofien. 

In Nederland komt de Bact. enteritidis Gaertner vrij vaak 
als verwekker der kalverparatyphose voor, terwijl ook enkele 
malen volwassen runderen door dezen bacil worden aangetast. 
Door de zieke dieren wordt een groot aantal paratyphusbacillen 
uitgescheiden. Het behoeft hierom niet te verwonderen, indien 
bij een gering percentage slachtrunderen enteritidis Gaertner- 
bacillen in de faeces worden aangetroffen. Hierbij moet niet in 
de eerste plaats aan een ubiquitair voorkomen worden gedacht, 
doch ligt het meer voor de hand, aan te nemen, dat de betref- 
fende dieren uit besmette stallen afkomstig zijn. 


Paratyphusinfectie bij den mensch in verband met dier- 
paratyphosen. 


Het verband der dier-salmonellosen met de Volksgezond- 
heid doet zich kennen in den vorm van voedselvergiftingen, 
welke klinisch gekenmerkt zijn door het optreden van een 
acute gastro-enteritis. De Nederlandsche wet op de besmettelijke 
ziekten onderscheidt naast dezen gastro-intestinalen, den 
typheusen vorm van paratyphus (paratyphus abdominalis), De 
indeeling berust niet alleen op klinische- en aetiologische-, doch 
ook op epidemiologische verschillen. Het ziektebeeld der 
typheuse paratyphus, welke hier te lande bijna uitsluitend wordt 
veroorzaakt door Salmonella Schotmiilleri, vertoont veel over- 


255 


eenkomst met dat van typhus. Na een incubatie-stadium van 
2a 3 weken, treedt een langzaam beginnende ziekte op, welke 
gewoonlijk eenige weken duurt. In aansluiting hieraan worden 
vaak verschillende patiénten bacillendragers (soms jaren lang) 
€n neemt men veelal contact-infecties waar. Geheel anders is 
het gesteld met de voedselvergiftigings-paratyphus. Hierbij 
treedt na een kort incubatiestadium (eenige uren tot:2 dagen) 
een acuut verloopende gastro-enteritis op (algemeen ziek gevoel 
koorts, buikpijn, braken, diarrhee). Na korten tijd (veelal enkele 
dagen) zijn de patiénten weer goeddeels genezen. Er treden 
hierbij geen bacillendragers op. 

Deze indeeling, welke op de z.g. Kieler-leer berust, is in de 
praktijk over het algemeen juist gebleken. Men dient zich er 
echter van bewust te zijn, dat zij in meer dan één opzicht sche- 
matisch is. In de laatste jar enis n.l. verschillende malen aan- 
getoond, dat Schotmiiller-bacillen als oorzaak van ‘voedsel- 
vergiftigingen kunnen optreden. Hierbij leden de patiénten aan 
een acute gastro-enteritis, welke echter veelal door een typheus 
ziektebeeld gevolgd werd. Gewoonliik was het betrefiende 
voedsel door een bacillendrager besmet. Vergeleken bij het 
groote aantal voorkomende Schotmiillerinfecties bij den mensch, 
moeten deze gevallen echter als zeer zeldzaam worden be- 
schouwd. In Nederland werden zi} tot heden niet waargenomen. 
Ook bij voedselvergiftigingen, veroorzaakt door paratyphus- 
bacillen van dierlijken oorsprong, kan zich een typheus ziekte- 
beeld met langdurige bacillenuitscheiding aan het acute begin 
aansluiten, waarbij tevens rekening moet worden gehouden met 
het optreden van contactinfecties. Ten slotte zijn Schotmiiller- 
bacillen herhaalde malen bij dieren (rund, paard, varken), soms 
als ziekteoorzaak, waargenomen. 

Het is een ervaringsfeit, dat voor het ontstaan der gastro- 
intestinalen vorm van paratyphus een groot aantal paratyphus- 
bacillen noodig is, eveutueel vergezeld van toxische ontledings- 
producten. Over de beteckenis der endotoxinen is weinig met 
zekerheid bekend evenmin over het bestaan van thermostabiele 
toxinen. In dit verband is mij uit eigen ervaring geen enkel 
geval van voedselvergiftiging bekend, welke uitsluitend door 
toxinen is veroorzaakt. Integendeel is het mij steeds opgevallen, 
dat na voldoende verwarming der besmette voedingsmiddelen 
geen ziekteverschijnselen optraden. 
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Van de voedingsmiddelen, welke uit een oogpunt van in- 
fectiegevaar voor den mensch praktische beteekenis hebben, 
ziin vleesch en vleeschwaren verreweg de belangrijkste. Daar- 
naast dienen melk, eieren en de hieruit bereide producten te 
worden genoemd. De talrijke overige voedings- en genot- 
middelen kunnen buiten beschouwing worden gelaten, aangezien 
de eventueele besmetting als regel op een menschelijken bacil- 
lendrager, dan wel op een contact met ander geinfecteerd 
voedsel (bijv. vleesch) berust. 

Achtereenvolgens zullen nu vieesch, melk en eieren uit een 
oogpunt van infectiegevaar voor den mensch worden besproken. 


I. Vleeschvergiftigingen. 


Hierbij onderscheidt men: een intravitale infectie, waarbij 
het vleesch (hieronder te verstaan musculatuur en organen) ge- 
durende het leven van het slachtdier met paratyphusbacillen 
wordt besmet en een postmortale infectie, waarbij deze besmet- 
ting na de slachting plaats vindt. 


a. Intravitale infectie. 


Over het algemeen worden de z.g. primaire dierpara- 
typhosen als ongevaarlijk voor den mensch beschouwd, waarbij 
dan wel als verklaring wordt opgegeven, dat de oorzakelijke 
paratyphusbacillen zich aan een bepaalde diersoort hebben aan- 
gepast. Door enkele onderzoekers wordt voor de. paratyphose 
der kalveren toegegeven, dat deze bij uitzondering schadelijk 
voor den mensch kunnen zijn. Als bewijs voor de onschadelijk- 
heid der primaire paratyphosen wordt veelal aangevoerd, dat 
het vleesch van kalveren en varkens, welke aan paratvphose 
liidende waren, zoo vaak zonder eenig nadeelig gevolg is ge- 
geten. Hiertegenover staan echter verschillende waarnemingen, 
welke op het tegendeel wijzen. 

Naar mijn meening is voor geen enkele dierparatyphose de 
schadelijkheid voor den mensch uit te sluiten. Van de geringe- 
of a-pathogeniteit der betreffcide paratyphusbacillen kan men 
nooit volkomen zeker zijn, omdat wij de factoren niet kennen. 
waaronder deze microdrganismen hun virulentie kunnen 
wijzigen. 

Over enkele door mij verrichte onderzoekingen, welke aan- 
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toonden, dat zoowel de paratyphose der kalveren als die der 
varkens en duiven gevaarlijk kunnen zijn voor den mensch, wil 
ik hier in het kort berichten. 

' 1. Enkele menschen waren ziek geworden, onder ver- 
schijnselen van acute gastro-enteritis na gebruik van licht ge- 
braden vleesch, afkomstig van een uit nood gedood kalf, het- 
welk aan de keuring was onttrokken. Volgens mededeeling van 
den plaatselijken dierenarts had het bewuste kalf aan een darm- 
aandoening geleden. De organen en het resteerende vleesch 
waren docr den eigenaar, na het uitbreken der vleeschvergif- 
tiging begraven. Door de politie werd dit materiaal weer te 
voorschijn gehaald en naar ons laboratorium ter onderzoek op- 
gezonden. Zoowel uit de organen (milt, lever en nieren) als uit 
het vileesch werden enteritis-Gaertner bacillen gekweekt. De 
lever was doorzaaid met submiliaire, grijze ontstekingshaardijes, 
welke microscopisch den bouw der bekende paratyphushaardjes 
(Ledschbor) vertoonden. Hier was dus een geval van kalver- 
paratyphus oorzaak van een vleeschvergiftiging geweest. 

2. Bij een 4 tal vleeschvergiftigingen, welke onder ver- 
schijnselen van acute gastro-enteritis verliepen, werden in de 
verdachte vleeschwaren Suipestiferbacillen type Kunzendorf 
aangetoond. De verdachte vleeschwaren bestonden in 2 gevallen 
uit gerookte worst, welke uit varkens- en rundvleesch was be- 
reid, en in de 2 overige gevallen uit gezouten gerookt varkens- 
vleesch. Paratyphusbacillen van hetzelfde type werden even- 
eens in de faeces van enkele patiénten gevonden, terwijl boven- 
dien door middel van verzadigingsproeven volgens Castellani 
i nde bloedsera van 16 patiénten agglutininen ten opzichte van 
deze microdrganismen werden aangetoond, in een titer 
varieerend van 1 : 200 tot 1 : 6400. 

In 3 van de 4 genoemde vleeschvergiftigingen kon de be- 
smettingsbron niet met zekerheid worden vastgesteld. In het 
laatste geval echter, hetwelk een gerechtelijk onderzoek betrof, 
kwam vast te staan, dat het gezouten en gerookte vleesch ai- 
komstig was van een ziek, in nood geslacht varken. Dit dier was 
na de slachting aan de voorgeschreven, wetmatige keuring ont- 
trokken. In het geheel werden van dit varken 10 stukken vleesch 
onderzocht, waaruit, met uitzondering van enkele, gaar ge- 
kookte stttkken, een reincultuur van suipestiferbacillen werd 
gekweekt. 
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Uit deze onderzoekingen is in de eerste plaats af te leiden 
dat de suipestiferbacillen pathogeen voor den mensch zijn, het- 
geen tot voor enkele jaren bijna algemeen werd ontkend. In 
het laatste geval kwam vast te staan, dat het bewuste varken 
aan een algemeene infectie met suipestiferbacillen had geleden. 
Aangezien een dergelijke infectie alleen bij varkenspest voor- 
komt, mag dit geval als een bewijs gelden van de schadelijkheid 
dezer ziekte voor den mensch. 

3. Bij ZO personen in het Militair Hospitaal te ’s-Graven- 
hage kwam na gebruik van pudding, welke als voornaamste 
bestanddeel duiveneieren bevatte, een acute gastro-enteritis 
voor. In de pudding werd een zeer groot aantal paratyphus- 
bacillen van het type Aertrycke gevonden. Dezelfde micro- 
Organismen konden in de faeces, het bloed en de urine van een 
aantal patiénten worden aangetoond. Tevens waren in het 
bloedserum der lijders agglutininen tegenover deze bacterién 
aanwezig. De eieren in de pudding gebruikt, waren afkomstig 
van duiven van de Rijkspostduivendienst te ’s-Gravenhage. Een 
onderzoek bij dezen dienst ingesteld, bracht aan het licht, dat 
onder deze duiven paratyphose voorkwam. In eieren van deze 
dieren werden paratyphusbacillen aangetoond, welke volledig 
met die uit de pudding en de patiénten gekweekt, overeen 
kwamen. Een besmetting van den pudding door bacillendragers 
of door muizen of ratten of door de overige ingediénten, bij de 
bereiding van den pudding gebruikt, kon door nader onderzoek 
worden uitgesloten. De voedselvergiftiging was ontstaan door 
besmetting van den pudding met paratyphusbacillen uit de 
duiveneieren. Dit is het eerste geval, waarbij is aangetoond, dat 
de verwekkers der duivenparatyphose schadelijk zijn voor den 
mensch. 


Verschillende gevallen zijn bekend, waarbij infecties met 
Aertrycke- of Gaertnerbacillen optraden na het nuttigen van 
gevogelte, vooral van gezouten en gerookt ganzenvleesch. Zeer 
waarschijnlijk hebben wij hier met een intravitale infectie der 
betreffende dieren te doen. Dat het aantal vleeschvergiftigingen 
in verband met het frequent voorkomen van Salmonellosen bij 
vogels (duiven, eenden, enz.) niet grooter is, vindt zijn oorzaak 
in de bijna allerwegen heerschende gewoonte, het vleesch van 
gevogelte in garen toestand te gebruiken. 
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Algemeen wordt aangenomen, dat vele vleeschvergifti- 
gingen met z.g. secundaire dierparatyphosen samenhangen, 
d.w.z. met Salmonella-infecties der slachtdieren in aansluiting 
aan niet specifieke koortsende ziekten, waarvoor in de eerste 
plaats maag-darmstoornissen en ziekten samenhangende met 
den partus in aanmerking komen. Het is n.l. een ervaringsfeit, 
dat vieeschvergiftigingen in aansluiting aan noodslachtigingen 
optreden. Men neemt hierbij aan, dat saprophytisch in het darm- 
kanaal levende paratyphusbacillen, in verband met het ver- 
zwakte weerstandsvermogen van het dier, het lichaam binnen 
dringen en in de bloedbaan terecht komen, waardoor een alge- 
heele verspreiding plaats vindt. 

Deze opvatting berust eigenliik meer op een hypothese 
dan op een goed gefundeerd feiten materiaal en moet in verband 
worden gebracht met de vroeger geldende meening, dat para- 
typhusbacillen veelvuldig in het darmkanaal van gezonde dieren 
voorkomen, hetgeen op grond van nieuwere onderzoekingen 
niet het geval blijkt te zijn. In verband hiermede mag aan de 
groote beteekenis der z.g. secundaire dierparatyphosen voor het 
ontstaan der vleeschvergiftigingen worden getwijfeld. Het ver- 
moeden is gewettigd dat, althans in een groot deel dezer ge- 
vallen, de primaire aandoening der slachtdieren door para- 
typhusbacillen is veroorzaakt. 


b. Postmortale infectie. 


Vooral op dit gebied is nog zeer veel onopgehelderd. Vol- 
gens vele onderzoekers zou verreweg het grootste aantal 
vieeschvergiftigingen op een postmortale infectie berusten. Als 
voornaamste infectiebronnen zouden hierbij faecale veront- 
reiniging bij het slachten, bacillendragers (mensch, muis, rat), 
besmette ingrediénten en gereedschappen in aanmerking 
komen. Tegen deze opvatting kunnen verschillende bezwaren 
worden aangevoerd. 

1. De paratyphusbacillen, welke als oorzaak van vleesch- 
vergiftigingen optreden, zijn alle bekende ziekteverwekkers bij 
dieren en komen slechts zelden bij menschelijke bacillendragers 
voor. Daarentegen zijn tal van personen dragers van Schot- 
miillerbacillen, welke even gemakkelijk het vieesch kunnen door- 
woekeren als Aertrycke- of Gaertnerbacillen. In weerwil van 
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dit feit komen vleeschvergiftigingen, welke door Schotmiiller- 
bacillen zijn veroorzaakt, zelden voor. 

2. Over het algemeen wordt een postmortale infectie per 
exclusionem vastgesteld. In ons laboratorium werd deze infectie 
tot op heden in geen enkel geval van vleeschvergiftiging met 
zekerheid aangetoond. Als regel is het zeer moeilijk de ware 
toedracht eener vleeschvergiftiging op het spoor te komen, 
mede in verband met den langen duur tusschen het slachten en 
het gebruik van het besmette voedsel. Dit geldt in het bijzonder 
voor vleeschwaren. In het geringe aantal gevallen, waarbij ons 
dit wel gelukte, bleek steeds een ziek- of gestorven dier met 
intravitale infectie de oorzaak te zijn. 

3. Het grootste aantal vleeschvergiftigingem wordt in af- 
gelegen, kleine gemeenten waargenomen, terwijl toch het aantal 
slachtigingen in die steden aanzienlijk grooter is. Indien de 
postfortale infectie een rol van beteekenis speelde, mocht het 
omgekeerde word enverwacht. De verklaring is m.i. gelegen in 
het bemoeilijkte politietoezicht op het platteland, waardoor ge- 
makkelijker dieren aan de keuring kunnen worden onttrokken. 
Ook hier hebben wij dus weer een argument voor de intravitale 
infectie. 

4. Het feit, dat in bepaalde gevallen niet alle deelen van 
een slachtdier tot ziekteverschijnselen aanleiding geven, kan 
niet als een motief voor de postmortale infectie gelden. Het is 
bekend, dat de paratyphusbacillen zeer spaarzaam en onrevel- 
matig verspreid in het lichaam kunnen voorkomen. Onlangs 
verrichtte ik een uitvoerig bacteriologisch onderzoek bij 2 
dieren, welke aan Salmonellose hadden geleden; het eene betrof 
een klinisch gezond kalf, het andere een in nood gedood rund. 
Bij het kalf konden slechts in 3 van de 22 onderzochte vleesch- 
monsters paratyphusbacillen worden aangetoond, terwijl dit bij 
het rund in 2 van de 8 het geval was. 

5. Ten slotte kan als argument tegen de postmortale 
infectie en vddr de intravitale- worden aangevoerd, dat in ons 
land, als gevolg van het bij de Vleeschkeuringswet imperatiei. 
voorgeschreven bacteriologisch onderzoek bij alle in nood ge- 
slachte dieren, zeer weinig vleeschvergiftigingen voorkomen. 


kkesumeerende kom ik tot de conclusie, dat de postmortale 
infectie, althans in Nederland, slechts van ondergeschikte be- 
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teekenis is voor het ontstaan van vleeschvergiftigingen. Verre- 
weg de belangrijkste rol moet aan de intravitale infectie worden 
toegekend, waarbij de primaire dierparatyphosen van bijzonder 
belang zijn. 


Il. Voedselvergiitigingen door melk. 


Alhoewel de melk in het algemeen aan dezelfde infectie- 
mogelijkheden is blootgesteld als het vleesch, worden slechts 
weinig voedselvergiftigingen bij den mensch hierdoor teweeg 
gebracht. Een verklaring hiervoor is niet bekend; misschien 
is de melk geen geschikte voedingsbodem voor de vorming van 
toxische producten. In ons laboratorium werd tot dusver geen 
enkele door melk veroorzaakte acute voedselvergiftiging bij den 
mensch waargenomen. 

Het is bekend, dat bij runderen een vorm van mastitis 
voorkomt, welke door paratyphusbacillen meestal bac. enteri- 
tidis Gaertner wordt veroorzaakt. In verband met deze aan- 
doening zijn in de literatuur verschillende gevallen van para- 
typhusinfectie bij den mensch bekend vermeld. Bekend is de 
epidemie, welke door Kinloch, Parlane, Smith en Taylor in 1926 
beschreven is, waarbij 497 menschen ziek werden na gebruik 
van aldus besmette melk. 

Bij volwassen runderen komen infectieuse aandoeningen 
voor, veroorzaakt door bacillus enteritidis Gaertner, waarbij 
als voornaam, klinisch verschijnsel diarrhee wordt waar- 
genomen. De melk van deze dieren wordt gemakkelijk, vooral 
bij minder zindelijke winning, besmet. Reeds zijn verschiilende 
paratyphusinfecties bij den mensch waargenomen, welke door 
het gebruik van dergelijke melk of van de hieruit bereide pro- 
ducten (kaas en room) zijn veroorzaakt. 

In de melk kunen tevens Schotmiillerbacillen worden aan- 
getroffen, afkomstig van runderen, welke deze bacillen met de - 
faeces uitscheiden. Door deze besmette melk zijn verschillende 
epidemi6n van typheuse paratyphus bij den mensch veroorzaakt. 
De betreffende runderen werden zeer waarschijnlijk door 
menschelijke bacillendragers geinfecteerd. Contact-infectie van 
rund ‘op rund schijnt mogelijk te zijn. Bij het voorkomen van 
Schotmiillerinfecties bij dem mensch moet derhalve aan het 
rund als mogelijke verspreiderfr dezer ziekte worden gedacht. 
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Ill. Voedselvergiftigingen door eieren. 


Evenals bij de pullorum-ziekte zien wij bij de Salmonellosen 
der vogels (duif, eend, gans, enz.) vaak een localisatie der aan- 
doening in de ovarién optreden, waardoor een germinatieve 
infectie der eieren tot stand komt. Bovendien bestaat een kleine 
mogelijkheid, dat de infectie van het ei van buitenaf door de 
eischaal plaats vindt. 

Reeds lang werd vermoed, dat eieren (in het bijzonder van 
eenden) aansprakeliik waren voor het ontstaan van voedsel- 
vergiftigingen. In een aantal gevallen is het gelukt, dit verband 
met zekerheid voor eendeneieren aan te toonen. Hierbij kon als 
regel een germinatieve infectie worden vastgesteld. Het op- 
treden der voedselvergiftigingen werd begunstigd, doordat de 
spijzen, waarin de besmette eieren waren verwerkt, niet of 
slechts in geringe mate verwarmd waren. De oorzakeliike para- 
typhusbacillen behoorden tot het Aertrycke- of Gaertnertype. 

Zooals reeds medegedeeld, werd door ons een voedselver- 
giftiging onderzocht, welke was ontstaan door besmette duiven- 
eieren. In den bewusten pudding waren pl.m. 100 duiveneieren 
verwerkt, welke afkomstig waren van aan paratyphose lijidende 
duiven. Van deze dieren werden 200 eieren, na desinfectie van 
d eneischaal, bacteriologisch onderzocht. Het gelukte in 6 hier- 
van Aertrycke bacillen aan te toonen. 

Evenals bij de vleeschvergiftigingen geldt zeer waarschijn- 
liik voor de voedselvergiftigingen door eieren, dat een groot 
aantal bacillen vonr het verwekken van ziekteverschijnselen 
noodig is. Dit werd voor bovengenoemd geval zeer duidelijk 
door de volgende bijzonderheid aangetoond. De kok had tijdens 
de bereiding van de pudding, af en toe een kleine hoeveelheid 
geproefd, ter beoordeeling van den smaak. Deze persoon, die 
na de bereiding niets meer van den pudding had gegeten, werd 
niet ziek, terwijl allen, die den volgenden dag ervan aten 
ernstige ziekteverschijnselen vertoonden, in weerwil van het feit 
dat sommigen slechts een zeer kleine hoeveelheid ervan hadden 
gebruikt. 

In verband met het veelvuldig voorkomen van Salmonel- 
losen bij vogels moet met een infectie der eieren ter dege 
rekening worden gehouden. Voor kippen moet wellicht een uit: 
zondering worden gemaakt, aangezien hierbij paratyphus- 
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infecties zelden worden waargenomen. De ervaring leert, dat 
het gebruik van eieren in verschen toestand geen gevaar op- 
levert. Geheel anders wordt het echter, wanneer deze eieren 
verwerkt worden tot voedingsmiddelen, waarin gelegenheid tot 
sterke vermeerdering der paratyphusbacillen bestaat (pudding, 
mayonnaise, gehakt, enz.). 


Diagnostiek der Salmonellosen bij dieren. 


Bij de geslachte- of gestorven dieren is met behulp van een 
eenvoudig bacteriologisch onderzoek der inwendige organen 
gemakkelijk een diagnose te stellen. Men dient er hierbij echter 
rekening mee te houden, dat met name bij klinisch gezonde 
dieren, de paratyphusbacillen in gering aantal en onregelmatig 
verspreid kunnen voorkomen. Verschillende malen werd door 
mij bij het onderzoek van duiven en kalveren ondervonden, dat 
de voedingsbodems, welke met weinig orgaanmateriaal waren 
bedeeld, (spateluitstrijk) steriel bleven, terwijl na enting van 
een grootere hoeveelheid groei van paratyphusbacillen viel 
waar te nemen. 

Voor de onderkenning van een paratyphus-infectie bij het 
levende dier is het gewenscht, een bacteriologisch faeces- en 
serologisch bloedonderzoek in te stellen. Wat het laatste onder- 
zoek betreft, zi} er hier op gewezen, dat in de literatuur zeer 
uiteenloopende opgaven worden vermeld omtrent de aggluti- 
natietitel, welke als een bewijs voor een paratyphus-infectie mag 
worden beschouwd. Deze opgaven berusten op experimenten 
met onverwarmde sera, waarin in zeer verschillende mate nor- 
maalagglutininen kunnen voorkomen. Het gehalte aan deze 
agglutininen hangt ten deele met den leeftijd der dieren samen, 
doch is tevens van onbekende factoren afhankelijk. Het is om 
deze reden niet goed mogelijk een agglutinatietiter aan te geven, 
welke de aanwezigheid voor immuunagglutininen bewijst. Dit 
bezwaar wordt echter ondervangen, indien men de sera ge- 
durende % uur op 56° C. verwarmt, waardoor de normaal- 
agglutininen verdwijnen. 


Prophylaxis. 


Voor de bestrijding der vleeschvergiftigingen is in de voor- 
naamste plaats een goed geregelde vieeschkeuring noodzakelijk. 
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Aangezien op paratyphus wijzende pathologisch-anatomische 
veranderingen bij de slachtdieren kunnen ontbreken, is het ge- 
wenscht alle in nood gedoode dieren bacteriologisch te onder- 
zoeken, zooals in onze vleeschkeuringswet is voorgeschreven. 
Tevens zal dit als regel bij zieke dieren moeten geschieden. Het 
behoeft in dit verband nauwelijks te worden betoogd, dat een 
keuring tijdens het leven aan de slachting dient vooraf te gaan. 
Indien bij het bacteriologisch onderzoek paratyphusbacillen in 
de musculatuur worden aangetroffen staat men algemeen op het 
standpunt, dat het betreffende dier moet worden afgekeurd. Het 
is de vraag of, althans in vele gevallen, niet met sterilisatie kan 
worden volstaan. 

Onderzoekingen van de laatste jaren hebben ons geleerd, 
dat bij het aantoonen van paratyphusbacillen in de inwendige 
organen, geen zekerheid kan worden gegeven voor de afwezig- 
heid dezer kiemen in de musculatuur, ook al valt het bacterio- 
logisch onderzoek van enkele stukken vleesch negatief uit. In 
deze gevallen moet derhalve een infectie van het vleesch worden 
aangenomen. 

In verband met het voorkomen van vleeschvergiftigingen 
door gevogelte is het gewenscht een keuring op deze dieren in 
te voeren. Dit geldt in het bijzonder voor de landen, waar de 
gewoonte bestaat vleesch en organen van ganzen, enz. in onvol- 
doende verwarmden toestand te gebruiken. 

Voor het onderkennen van latent geinfecteerde dieren, 
welke klinisch gezond zijn en vaak geen kenmerkende patho- 
logische-anatomische veranderingen vertoonen, is een verplichte 
aangifte van diersalmonellosen met een hierop volgend uitge- 
breid stalonderzoek noodig. Bij voorgenomen slachting van ver- 
dachte dieren kan dan de betreffende vleeschkeuringsdienst 
worden gewaarschuwd. 

Voor de bestrijding der postmortale infecties is hygiénisch 
toezicht op het slachten, alsmede op de verwekking van vleesch 
in slagerijen en vleeschconservenfabrieken noodig. Tevens dient 
men ervoor te waken, dat geen bacterieele muizen of ratten- 
verdelgingsmiddelen in deze bedrijven worden gebruikt. Boven- 
dien moeten bacillendragers uit vleesch- en andere levens- 
middelenbedrijven worden geweerd. 

Ter voorkoming van voedselvergiftigingen door melk is 
verplichte aangifte van paratyphusgevallen bij runderen ge- 
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wenscht. De melk uit besmette stallen mag slechts gepasteuri- 
seerd worden verkocht. 

Eieren van eenden, duiven en ganzen moeten niet worden 
gebruikt voor het bereiden van voedingsmiddelen, waarin ge- 
legenheid tot sterke vermeerdering van eventueel aanwezige 
paratyphusbacillen bestaat. 

Voor een doelmatige bestrijding der voedselvergiftigingen 
in het algemeen, is een juist inzicht in het oorzakelijk verband 
tusschen ziekten bij mensch en dier noodzakelijk. Ten einde 
hierover meer klaarheid te verkrijgen is een samenwerking 
tusschen arts en veearts ten zeerste gewenscht. Naar mijn 
meening is in dit opzicht ook een taak voor de politie weg- 
gelegd, die vooral voor het opsporen van frauduleuse slach- 
tingen waardevolle gegevens kan verschaffen. 


(Uit het Laboratorium v. Gezondheidsleer der Universiteit van Amsterdam) 
Dir. Prof. Dr. J. J. van Loghem. 


Het mechanisme van de schadelijke werking 
van atmospherische zuurstof op de 
groei van anaerobe bacillen ') 


DOOR 


Dr. A. VEDDER 


Privaat-docent. 


Pasteur heeft ontdekt dat sommige microdrganismes 
kunnen leven en zich kunnen vermeerderen bij afsluiting van 
de lucht. Deze wiize van groeien heet anaerobe groei. De 
microodrganismes heeten: anaeroben. Men verdeelt ze in twee 
groepen: de obligaat anaeroben, die alléém anaeroob, en de 
facultatief anaeroben, die zoowel anaeroob als aeroob kunnen 
worden gekweekt. 

Pasteur heeft ook ontdekt, dat het schadelijke bestanddeel 
van de atmospherische lucht de zuurstof is. Zuurstof is volgens 
hem voor de anaerobe microdrganismes een vergif; bij aan- 
wezigheid van lucht, dus van vrije zuurstof, kunnen zij zich niet 
vermeerderen, Weliswaar hebben ook anaeroben zuurstof 
noodig, doch deze ontleenen zi} aan hoogmoleculaire stoffen in 
hun voedingsbodems. 

De zuurstof verhindert niet slechts den groei der anaeroben, 
zij doodt ze bovendien: indien door gegroeide cultures lucht 
wordt geblazen, dan zijn in 1—1% uur de anaeroben afge- 
storven. 


Tegen Pasteur’s opvatting, dat hij onder volkomen anaerobe 
omstandigheden zou hebben gewerkt, is verzet aangeteekend 


') Voordracht gehouden voor de vergadering der Ned. Vereen. voor 
Microbiol. op 5 Mei 1934 te Baarn. 
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door den Amsterdamschen Hoogleeraar in de Scheikunde Prof. 
J. W. Gunning. Gunning wiijst er in de eerste plaats op (Journ. 
f. Prakt. Chemie N.F. 16.314.1877, dat de proefopstelling van 
Pasteur gebrekkig was. Immers diens toestellen waren onvol- 
,luchtdicht”, terwijl zijn vloeistoffen opgeloste zuurstof bevatten 
en aan de oppervlakte voortdurend nieuwe zuurstof konden 
opnemen. Bovendien toonde Gunning aan, dat die spoorties 
zuurstof inderdaad ook ndddig zijn voor. den groei der anaeroben 
(Journ. f. Prakt. Chemie N.T. 17.266.1878), want bij volmaakte 
anaerobie — waarvoor hij in de proefopstelling van Pasteur alle 
fouten wegnam — ontstond geen rotting in de cultuurvloeistof- 
fen (zie ook: Journ. f. Prekt. Chemie 20.434.1879). 

Beyerinck heeft 20 jaar later (1899) met behulp van zijn 
z.g. ademhalingsfiguren aangetoond, dat anaerobe bacillen 
inderdaad aan kleine spoorties zuurstof de voorkeur geven 
boven absolute anaerobie. Beweeglijke aerobe microben bewegen 
zich actief naar de oppervlakte van de cultuurvloeistof toe en 
vermeerderen zich ook bi} voorkeur aan die oppervlakte. Zij 
zoeken dus de plaats van de meeste zuurstof op. Beweeglijke 
anaerobe bacillen daarentegen, bijv. Bac. septicus, identiek of 
nauw verwant met Bac. oedematis maligni, bewegen zich juist 
van de oppervlakte af. Zij zoeken plaatsen met weinig zuurstof, 
doch niet met nog minder of geheel geen zuurstof. Zij geven 
dus aan een lage zuurstofspanning de voorkeur boven een nog 
lagere of een totale anaerobie. Op die plaats groeien zij ook en 
niet op die plaatsen met nog minder of in het geheel geen zuur- 
stof (Archiv. Néérl. Scienc. exact. et naturell. Serie 11. T. 
11.397.1899). 

Obligate anaeroben zijn dus, volgens hem, in werkelijkheid 
micro-aerophiel: zij hebben behoefte aan geringe hoeveelheden 
atmospherische zuurstof en absolute anaerobie bestaat niet. 

Met deze laatste opvatting is weliswaar niet ieder het eens, 
omdat ook bij absolute anaerobie sommige microdrganismes 
kunnen worden voortgekweekt, doch in de practijk is bij het 
kweeken van anaeroben altijd een grootere of kleinere spoor 
zuurstof aanwezig: 

Immers in de z.g. klok van Klein is meestai nog wel een spoortie 
zuurstof aanwezig, zelfs wanneer men na het leegzuigen — dat nimmer 
geheel lukt — kaliloog en pyrogallol laat samen komen om zuurstof te 


binden. Worden hooge buizen glucose-agar, e.d. vaste voedingsbodems ge- 
bruikt (Hesse—Liborius), dan is er aan de oppervlakte vrij veel en in de 
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diepe lagen altijd nog wel éénige zuurstof. Dit geldt ook voor lever-lever- 
bouillon al of niet met glucose en krijt (Tarozzo). 

Ook wanneer men de plaatmethode volgens Fortner toepast, dan blijven 
er nog altijd niet onaanzienlijke hoeveelheden zuurstof over. 


Teveel zuurstof werkt echter schadelijk. De tolerantie- 
grens ligt voor verschillende microdrganismes verschillend: 
voor Bac. tetani is deze 10—20 mM zuurstofspanning, voor Bac. 
chauvoei 40 mM, voor Bac. Welchii 200 mM. 


Het is nu de vraag, waarop de schadelijke werking van de 
overmaat van zuurstof berust. 

Hierover zijn twee opvattingen verkondigd: 

1. De zuurstof als zoodanig is een vergift voor de 
anaeroben (theorie van Pasteur). 

Deze opvatting is weinig aannemelijk. 

2. Meer pleit dan ook voor de tweede hypothese, afkom- 
stig van M’Leod, Gordon, c.s. (J. Path Bact. 26.326 en 332.1923): 

volgens hen maken anaeroben een peroxyde, wellicht 
H:02; 

zijn zij voor dit peroxyde zeer gevoelig, 

en bezitten zij geen katalase om het te ontleden”). 


Het bewijs, dat de hypothese van M’Leod en Gordon juist 
is, was echter niet geleverd. 

Wel is het gemakkelijk aan te toonen, dat cultures van 
anaeroben geen katalase of peroxydase bevatten; ook is wel- 
licht door M’Leod c.s. hun gevoeligheid voor H.O: aangetoond, 
want zij groeien niet, indien kleine hoeveelheden H:O. aan hun 
voedingsbodems zijn toegevoegd, doch niet bewezen is, dat zij 
ook inderdaad peroxyde maken. 

Immers voegt men aan gegroeide cultures een oplossing 
van benzidine en haemoglobine toe, dan volgt er geen benzidine- 
reactie, gelijk bij aanwezigheid van H:O: het geval zou moeten 


*) Er ziin vele andere bacterién, die eveneens peroxyde maken, doch 
deze zijn er dan minder gevoelig voor, dan wel bezitten een katalase en 
(of) peroxydase om het te ontleden. Staphylococcen bijv. maken peroxyde 
en bezitten katalase en peroxydase; Pneumococcen maken wel peroxyde 
doch bezitten geen katalase of peroxydase. Zij zijn echter betrekkelijk on- 
gevoelig voor dit peroxyde (H,O,). Toch berust hun autolyse op de oxy- 
datie der cellen door het door henzelf gevormde peroxyde (zie A. Vedder, 
Ned. Tijdschr. Microbiol. Deel 7, no. 4). 
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zijn. Dit is trouwens begriipelijk: indien er immers H.O> ge- 
vormd was, dan zou er geen groei hebben plaats gevonden! 
Evenmin vormen anaeroben in de klok van Klein een witgele 
hof op de chocolade-agarplaat of een zwarte kolonie op de ben- 
zidine-bloedagarplaat *). Ook dit spreekt vanzelf. Bij gebrek aan 
atmospherische zuurstof kunnen zij immers ook geen H.O. 
maken. 

In hooge buizen chocoladeagar, geént als gebruikelijk voor glucose- 
agar (Hesse—Liborius) en aeroob bebroed, vindt men bij groei van anaerobe 
bacillen echter op eenigen afstand van de oppervlakte een groenen ring 
(M’c Leod en Gordon, J. Path. Bact. 1923. Bd. 26. 326). Dit zou op een spoor 
peroxyde kunnen wijzen doch de kleur is soms vuil-bruin tot bruinig groen, 
waardoor niet is uit te sluiten dat de verkleuring niet alleen of hoofdzakeliik 
op proteolyse berust. 

Evenzeer vindt men in buizen met benzidine-bloedagar soms op eenigen 
afstand van de oppervlakte en in de splijtingsplaatsen een donkeren rand, 
doch deze heeft niet de typische kleur die ontstaat na inwerking van 
peroxyde. Evenmin kan bevestigd worden de waarneming van M’Leod en 
Gordon, dat op platen van benzidine-bloedagar, waarop Bac. botulinus is 
gegroeid bij staan aan de atmospheer om de kolonies een zwarte hof komt. 


* * 
* 


Ik meen er nu in geslaagd te zijn om langs indirecten weg 
het bewijs te hebben geleverd, dat anaerobe bacillen inderdaad 
peroxyde vormen. 


3) Dat bacterién peroxyde maken, kan worden aangetoond: 

a. doordat zij op chocolade-agar (bloedagar bij 90° verhit) een geel- 
witte hof maken met groenen rand, terwijl een druppeltie H,O, precies 
dezelfde hof maakt, 

b. doordat zij op bloedbenzidine-agar blauwzwarte kolonies maken en 
H,O, dezelfde verkleuring geeft. 

Deze voedingsbodem en het aantoonen van peroxyde met behulp van 
benzidine en haemoglobine berusten op de volgende overwegingen: 

In de clinische chemie worden benzidine en H,O, gebruikt om 
haemoglobine (althans bloed) in faeces aan te toonen. Indien men van de 
stoffen haemoglobine, benzidine en H,O, twee van de drie stoffen bijeen 
heeft, kan men de derde daarmee aantoonen. Doet men dus in een bouillon- 
agarplaat zoowel bloed als benzidine, dan wordt H,O, reeds bij het ont- 
staan vastgelegd, en wordt dit zichtbaar door een blauwzwarte ver- 
kleuring. Inderdaad vormen pneumococcen en streptococcen blauwzwarte 
kolonies op deze bloed-benzidineagarplaat, afkomstig van Penfold (Med. 
Journ. of Australia 1922). Ze wordt door ons als volgt bereid: 

0,25 Gr. HCl-benzidinum wordt opgelost in 50 c.c. Aq.dest die 0,35 c.c. 
38% HCl bevat. De oplossing wordt gekookt en afgekoeld. 

Bij 90 c.c. 4—5% bloed-bouillonagar (gedefinibreerd geitebloed) wordt 
10 c.c. dezer oplossing gevoegd. Van dit mengsel worden platen gegoten. 
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Ik ga hierbij uit van de hypothese van M’Leod en Gordon, 
dat de anaerobe bacillen peroxyde (H:O:) maken, geen katalase 
of peroxydase bezitten en zeer gevoelig voor dit peroxyde zijn. 

Indien anaerobe bacillen inderdaad peroxyde vormen, dan 
mag men aannemen, dat de schadelijke werking van dit product 
zal uitblijven, indien dit Of niet wordt gevormd bij gebrek aan 
atmospherische zuurstof Of indien dit bij zijn ontstaan snel ge- 
bonden of ontleed wordt. 

Door dus aan een voedingsbodem, waarin anaeroben aan 
de vrije atmospheer groeiem, een stof of een combinatie van 
stoffen toe te voegen, die H.O», althans het gevormde peroxyde, 
snel binden of ontleden, moet nu wél groei aan de lucht mogeliik 
zijn. 

Wij kozen hiertoe de combinatie van bloed en benzidine 
in vloeibaar milieu. 

Er werden derhalve buizen met bloedbouillon en met ben- 
zidine-bloedbouillon bereid. Hierin werden de anaeroben geént 
van uit leverleverbouillon-cultures en vervolgens gedurende 
eenige passages overgeént. Inderdaad bleek er nu in de buizen 
met bloedbouillon na een of enkele passages geen groei meer 
te zijn, terwijl de buizen met benzidine-bloedbouillon goede groei 
bliiven vertoonen gedurende vele passages (altijd werden min- 
stens 10 passages genomen). Bovendien bleven deze gas vormen 
en gaven zij vaak ook haemolyse. 


De bloedbouillon werd als volgt gemaakt: 

Aan buisies met 5—6 c.c. Liebig-bouillon werden 2 druppels gedefibri- 
neerd geitebloed toegevoegd. 

De buisjes met benzidine-bloedbouillon ontvingen vervolgens nog 0,25 
c.c. van een benzidine-oplossing, die aldus bereid werd: 0,25 'Gr. HCl ben- 
zidinum werd opgelost in 50 c.c. aq.dest., waaraan 0,35 c.c. 38% HCl was 
toegevoegd; de oplossing wordt opgekookt en afgekoeld. 

Er werden gebruikt de stammen: Bac. botulin, I, Ila, III, Bac. tetani 
4, 6, 9, Bac. Wechii, Bac. Oedemat. malign. Bac. Novyi, Bac. putrificus coli, 
Bac. emphysem. Conradi. 

Steeds werden de noodige controles ingezet en steeds werden de ge- 
groeide cultures tevens uitgestreken op vaste voedingsbodems, die aeroob 
werden gekweekt, om eventueele verontreinigingen der vloeibare cultures 
te kunnen ontdekken. Immers wanneer een cultuur van een anaerobe bacil 
in vloeibaar milieu verontreinigd is met een aeroob microdrganisme, dan 
kan deze de zuurstof verwerken en de anaerobe bacil een zuurstofarm 
milieu bezorgen, zoodat deze kan groeien. Dergeliike mengcultures werden 
steeds op deze wijze ontdekt en uitgeschakeld. 


271 


Gelijk reeds vermeld is bloed alleen niet in staat om in de combinatie 
bloedbouillon anaerobe bacillen gedurende verscheidene passages voort te 
kweeken. Evenmin is dit mogelijk in benzidinebouillon. Er is dus de com- 
binatie van benzidine én bloed’ noodig. Met ascites of serum alleen toe- 
gevoegd aan bouillon, gelukt het evenmin. Wel door toevoeging van ben- 
zidine aan serum- of ascitesbouillon, vooral indien het serum bloedkleurstof 
bevat. Dit gaat echter minder goed dan met bloed. 


Bij aanwezigheid van bloed en benzidine in vloeibaar milieu 
(bouillon) kunnen anaerobe bacillen dus inderdaad aan de 
atmospheer groeien. Dit feit beantwoordt geheel aan onze pre- 
misse, die weer gebaseerd was op de hypothese van M’Leod en 
Gordon. Derhalve meenen wij indirect bewezen te hebben, dat 
de anaergben peroxyde vormen, dat dan door deze combinatie 
van bloed-benzidine snel opgenomen wordt. 

Terloops zij opgemerkt, dat Op bloed-benzidineagarplaten 
anaeroben niet aeroob groeien. Waarschiinlijk is hierop de hoe- 
veelheid H2O:2, die zij maken zoo groot, dat deze niet snel 
genoeg door het daaronder liggende bloed-benzidine-mengsel 
kan worden verwerkt. 

Ook is op deze wijze te verklaren, waarom anaerobe 
bacillen gemakkelijk groeien. 

1. in buisjes voedingsbodems, die brokjes orgaan bevatten, 
bijv. lever-leverbouillon volgens Tarozzi. 

Deze brokjes orgaan verwerken het gevormde peroxyde. 

2. in buisjes z.g. synthetische voedingsbodem, die als 
volgt wordt bereid (Scott en Brandy, The use of reduced iron 
for the cultivation of anaerobe organismes. Journ. of Bacteriol. 
POO 2101933); 


Pepton 20 Gr. 

(NH,),HPO, 0.6 Gr. 

KHCO, 0.5 Gr. 

Na,HPO, 2.7 Gr. 

Ferri-ammonium-citraat 0.2 Gr. 

Aq. Dest. 1000 c.c. 

Agar 1 Gr. 
verder 0.4% alcoholische oplossing van broomthymolblauw tot grasgroene 
kleur ontstaat. Er is dus een pepton-zout-oplossing met 0.1% agar-agar be- 
nevens broom-thymol-blauw. Aan deze buisjes wordt toegevoegd (10 c.c. 
vloeistof per buisie) ongeveer “ Gr. ferrum reductum in poedervorir 


Hierin groeien anaeroben goed, ook bij herhaalde overenten, 
vooral na toevoeging van glucose. 
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Doch ook bij weglating van de kleurstof is dit het geval, 
mits ijzer aanwezig. Zonder ijzer is er geem groei of houdt deze 
na een enkele passage op. Waarschijnlijk neemt het ijzer het 
gevormde peroxyde op en maakt het daardoor onschadelijk 
voor de bacillen. 

Wij konden vaststellen, dat zoowel gezuiverd als niet ge- 
zuiverd ferrum reductum deze werking bezit; evenzeer 
mangaanpoeder. 

De groei gaat gepaard met een reductie der kleurstof 
benevens met gasvorming; dit laatste is echter ook in spoortjes 
in de controlebuisjes. 


Een afzonderlijke vraag is of anaerobe bacillen door her- 
haald overenten niet gewennen aan een meer aerobe groei- 
wijze. Van een dergelijke aanpassing hebben wij nooit iets 
bemerkt. 

Evenmin kunnen wij de proeven van Goldie bevestigen, die 
erin geslaagd meent te zijn om anaerobe bacillen in aerobe om 
te vormen (Anal. Instit. Pasteur 1932. I. 48. 179. Culture des 
microbes anaérobies a l’aide de produits leucocytaires et 
bactériens). 


Goldie ent glucosebouillon met stukjes lever met anaerobe bacillen. 
Na 24—48 uur voegt hij toe enkele druppels steriel leucocytair exsudaat, 
verkregen door bij een cavia intraperitoneaal 30 c.c. zoutsolutie in te spuiten 
en dan na 4 uur dit weer te aspireeren. Na weer 1 a 2 dagen wordt nu 
overgeént in 2 c.c. gewone bouillon. Hierin zou aeroob groei ontstaan en 
deze kweeken zouden aeroob kunnen worden voortgezet. Indien geen 
leucocyten aan de glucosebouillon waren toegevoegd dan zou de overenting 
niet gelukken. 

Wij hebben deze en analoge proeven eenige keeren herhaald doch ver- 
kregen soms wel na een enkele passage nog groei, indien leucocyten waren 
toegevoegd geweest in de eerste passage, doch van een blijvenden groei 
was geen sprake. Een schijnbare uitzondering bleek op een verontreiniging 
te berusten, die alleen met behulp van controle-cultures op vaste voedings- 
bodems kon worden achterhaald. Dat Goldie dergelijke bronnen van fouten 
heeft uitgesloten, bliikt nergens in zijn bovengenoemd artikel. 


In ieder geval blijkt wel uit de boven besproken proeven, 
dat van een aeroob worden van anaeroben gedurende herhaalde 
passages geen sprake is. Uitgesloten kan dus worden, dat het 
aeroob blijven groeien der anaerobe bacillem gedurende de her- 
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haalde overentingen in benzidine-bloedbouillon aan een der- 
gelijk aanpassen of varieeren moet worden geweten. Dat zij dus 
in benzidine-bloed-bouillon blijven groeien, wordt naar onze 
meening veroorzaakt, doordat het door de anaerobe bacillen 
gevormde peroxyde door de combinatie van bloed en benzidine 
verwerkt wordt, voordat de voor die stof zeer gevoelige 
anaeroben er schade van ondervinden, hetgeen anders wel het 
geval zou zijn, daar zij geen katalase of peroxydase bezitten. 

De benzidine-bloedbouillon is bovendien, evenals de lever- 
leverbouillon een zeer goede voedingsbodem voor de anaerobe 
bacillen, daar deze er zeer goed in groeien. Bovendien is ze 
gemakkelijker te bereiden en behoeft ze niet in voorraad te 
worden gehouden. 


Samenvatting. 


Op grond van theoretische overwegingen meende schrijver 
te mogen verwachten, dat anaerobe bacillen niet in benzidine- 
bouillon, niet in bloedbouillon doch wel in benzidine-bloedbouil- 
lon gedurende herhaalde passages zouden kunnen worden 
voortgekweekt. Dit blijkt inderdaad het geval te zijn. 

Dit pleit voor de hypothese van M’Leod en Gordon, dat de 
obligate anaerobie der anaerobe bacillen berust op hun vorming 
van peroxyde, terwijl zij voor die stof uitermate gevoelig zijn 
en bij gebrek aan katalase of peroxydase deze niet onschadeiiik 
kunnen maken. De combinatie van bloed en benzidine bezit dit 
vermogen om peroxyde te verwerken in hooge mate; vandaar 
dat zij samen den groei van anaerobe bacillen aan de vrije 
atmospheer mogelijk maken. 

De proeven van Goldie, die anaerobe bacillen in aerobe zou 
hebben omgekweekt, werden niet bevestigd. 


SUMMARY. 


The author expressed the opinion that on theoretical con- 
siderations he expected that anaerobe bacilli would not be bred 
in benzidine-bouillon, nor in blood-bouillon, but would continue 
to be bred in benzidine-blood-bouillon during repated passages. 

This, as a matter of fact, proves to be the case. This speaks 
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well for the hypothesis of M’Leod and Gordon that the obligate 
anaeroby of the anaerobe bacilli is based on their producing 
peroxyde, whereas they are extremely sensitive to this sub- 
stance and by lack of catalase or peroxydase are unable to 
render this harmless. The combination of blood and benzidine 
has this power to assimilate peroxyde in a high degree; hence 
it is possible that together they permit the culture of anaerobe 
bacilli in open containers. 

The experiments of Goldie, who is said to have converted 
anaerobe bacilli into aerobe, have not been confirmed. 


(Uit het Laboratorium voor Bacteriologie en Serologie van Jonkvrouwe 
M. van Riemsdijk te Amsterdam). 


Samengestelde ontwikkelingsgang van Bacillus 
Tuberculosis op Agar-Agar 


Viervoudige ontstaanswijze 


DOOR 


JONKVROUWE M. VAN RIEMSDIJK. 


Van den aanvang reeds, dat de tuberkelbacil aan een kunst- 
matigen kweekgrond werd onderworpen, werd a.h.w. bij intuitie 
gevoeld, dat het hier een organisme gold dat hoogere.voedings- 
eischen stelt. Wanneer wij het klassieke werk van Robert Koch 
lezen, omtrent de isolatie van den tuberkelbacil, zoo zien wij, 
dat deze baanbreker, geleid door de vondsten bij mensch en 
dier, voor de isolatie het hoogere eiwit verkoos in den vorm 
van gestolten runderserum. 

In eerste instantie gelukte de kultuur van den tuberkelbacil 
hierop na 10 a 15 dagen — een tweede overenting gaf reeds 
sneller resultaat. Zonder verder in te gaan op de historische 
ontwikkeling van de kultuurverhoudingen en het kweeken van 
de tuberkelbacillengroep, kan volstaan worden, met in grove 
trekken te zeggen dat de kweekgronden voor deze organismen 
bij de hoogere dierlijke eiwitten zijn gebleven en tegenwoordig 
het kippeneiwit de hoofdkroon spant (voedingsbodem van Dor- 
set — Besredka — Petrof — Petragnani — Lubenau — Hohn — 
Loewenstein enz.). 

Waar de tuberkelbacil in tegenstelling tot de meeste andere 
mikroben, tot de ,,trage” groeiers behoort, zelfs op deze eiwit- 
rijke voedingsbodems, is het te begrijpen dat eenvoudiger 
voedingsbodems na enkele korte proefnemingen, a priori werden 
afgeslagen. 

Het geldt immers nog steeds in de bacteriologie dat ,,zoede” 
groei een hoofdvereischte, het Alpha is waarvan ieder bacterio- 
loog vanaf zijn prilste jeugd doortrokken wordt. Toch heeft dit 
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ook zijn schaduwzijde, zooals uit het onderstaande langzamer- 
hand zal gaan blijken. 

Mij is namelijk gebleken, dat de eenvoudige agarvoedings- 
bodem, die zoover mij bekend, nog nooit voor den tuberkelbacil 
werd nagegaan een bodem Dlijkt te zijn, die boven alle ver- 
wachting in een blik geeft, in het geweldige aanpassingsver- 
mogen van den tuberkelbacil eenerzijds en zijn zeer gedifferen- 
tieerde ontwikkelingsgang anderzijds. 

Ik heb deze ,,kkommervolle” voedingsbodem het eerst toe- 
gepast, toen ik den invloed wilde nagaan, van een ,,honger”- 
voedingsbodem op de zuurvastheid van den tuberkelbacil*). Er 
wordt immers beweerd, dat deze zou achteruitgaan in kommer- 
volle omstandigheden. 

Toen reeds bleek dat tuberkelbacillen (11 verschillende 
stammen) op agar groeiden, zij het zeer langzaam in makros- 
kopisch 2 duidelijk verschillende kolonietypen. Morphologisch 
waren de staafies echter 3 keer zoo klein geworden, de zuur- 
vastheid daarbij volkomen intact gebleven (controles derzelfde 
stammen ter vergelijking). 

Het aspect en de gedragingen dezer initiale agarkulturen, 
waren van dien aard, dat ik deze verder wilde voortzetten, niet 
vermoedende dat deze proeven zoo moeizaam en moeilijk 
zouden blijken. 

Hier ook weer bleek, wat ons de haast dagelijksche t.b.c.- 
literatuur brengt, n.m. de grillige reactiewijzen van dit orga- 
nisme, dat er altijd nog wel raad op schijnt te weten, allerlei 
vermommingen aanneemt en de kamp om zijn bestaan noode 
opgeeft. 

De volgende proefnemingen werden ingezet: 

11 versch geisoleerde tuberkelbacillenkulturen op den voe- 
dingsbodem van Hohn (gestolten ei-glycerine met zure bouillon), 
werden van deze initiale Hohn-kulturen overgeént op gewone 
bouillon-agar. 

Waar het een lang groeiproces zou worden, werden de 
buizen boven de wattenprop gesloten met een kurk die daarna 
werd geparaffineerd, om uitdroging van den kweekgrond tegen 
te gaan. Op deze wijze konden de kulturen lang bij 37° C. ver- 
blijven zonder uit te drogen of te verontreinigen. 


") M. van Riemsdijk. Zbl. Bakter. I. orig. 118, 460 (1930). 
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De verschillende t.b.c.-stammen waren afkomstig: 

9 maal uit tuberculeus sputum (ernstige longtuberculoselijders) 
1 maal uit tuberculeuse urine 
1 maal uit tuberculeuse uier van een koe (bovine type?) 
De eerste groeiverschijnselen op agar traden op: 
6 maal na 15 dagen (alle sputumkulturen, urine en uit uier) 
3 maal na 27 dagen (sputum) 
1 maal na 42 dagen (sputum) 
1 maal na 2 mnden (sputum) 

Dit eerste groeiaspect was nog zeer weinig gediffinieerd, 
slechts uiterst kleine koloniepuntjes of een nauwelijks zichtbaar 
vliesachtig beslag. 

De kulturen werden 17 maanden lang bestudeerd. 

Na eenige weken trad langzamerhand de differentiatie op 
en makroskopisch waren nu 5 verschillende groeitypen vast te 
stellen, die eerst na 3 maanden werden gereproduceerd: voor 
een goed begrip vond het mikroskopisch onderzoek plaats bi; 
80 X (Zeiss obj. A ocul. 10 X). 


Groeitype | 1 representant uit sputum. 
Makroskopisch: Bruinachtige kolonieén, celstaten vormend. 


Mikroskopisch: Bruin gepigmenteerde ronde sterk gebom- 
beerde kolonieén, waarvan de rand gewelfd is, hier en daar een 
bruinachtig sappig beslag vormend. 


Groeitype Il_ (Fig. 1). 
5 representanten uit sputum 1 representant uit urine. 


Makroskopisch: Kleurloos, nevelachtig vlies, precies het 
beloop hebbend van de entings zig-zaglijnen. Op deze kleurlooze 
entingsbanden ontstaan willekeurig steeds meer groote, grove, 
brokkelige bruin gepigmenteerde koloniestructuren. 

Mikroskopisch: Dun nevelachtig vlies bestaat bij 8 X uit 
opeenhooping van uiterst kleine kolonietjes net waterdrupies. 
Bij 80 X ziet een dergelijk waterdrupje er uit als klein ,,spin- 
vormig” lichaampie, vierkant, rond of tusschenvorm; fijne kant- 
achtige uitloopers met kernlichaampje in het centrum (Fig. 2). 

De ,,grove” kolonievormen zijn reusachtig, grooter dan 
gezichtsveld. Bruinachtig van kleur, heeft het kolonielichaam 
zich in vouwen gelegd, de rand is sterk en grillig gewelfd; het 


278 


groote centraal gelegen kernlichaam lijkt op een omgekeerden 
vulkaankrater. 


Groeitype III 1 representant uit sputum. 
Makroskopisch: Kleine, fiine koloniepunties geisoleerd over 
het voedingsbodemoppervlak. 


Mikroskopisch: Dezelfde ,,spinachtige” kolonietjes van 
fig, 2. 


Groeitype IV 2 representanten uit sputum. 
Makroskopisch: Dun, nevelachtig blauwachtig vliesje. 


Mikroskopisch: Opeenhooping van de fijne ,,spinachtige” 
kolonietjes (Fig. 2). 


Groeitype V (Fig. 3). 1 representant uit uier van koe. 

Makroskopisch: Zeer apart beeld. Mooie uitgegroeide, 
regelmatig gevormde platte kolonieén met in centrum duidelijk 
kerngedeelte, bruinachtig. 


Mikroskopisch: Donkerbruin kerngedeelte, dat naar de 
peripherie toe in plooien en vouwen overgaat. De rand der 
kolonie is gewelfd, lichtgrijs van kleur. 


Bijzonder treffend was het bij deze eerste agarkulturen, dat 
na verloop van tijd, soms na zeer lange latentie, zich zeer plot- 
seling ,,grove” kolonietypen gingen vertoonen op een gedeelte 
der bestaande nevelachtige groei. Het gaf wel zeer sterk den 
indruk met ,,mutaties” of ,,fluctuaties” te doen te hebben — aan- 
gezien maar een bepaald gedeelte der bestaande kolonieén daar 
toe overging, de rest onveranderlijk bleef bestaan. Van een van 
,lieverlede” was hier geen sprake, de overgang ging a.h.w. 
met een ruk. Fig. 4 geeft daarvan het treffende beeld. 


De morphologie: 


Het morphologische beeld van deze agarkulturen, dat 
onderling zeer weinig verschilde, ook niet of van de ,,grove” 
of ,,fiine’” kolonievorm werd genomen, bestond uit het kleine 
tuberkelbacillentype, met duidelijke korreling, sterk zuurvast, 


zooals men deze zoo dikwijls ziet heel in het begin der Hohn- 
kulturen. 
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Het alleen met methyleenblauw gekleurde praeparaat ver- 
toonde de ,,substance cyanophile’” van Besancon en Philibert 
zeer duidelijk, die eigenaardige vezelachtige tusschensubstantie, 
waarin de bacillen liggen ingebed, en die haar naam te danken 
heeft aan haar sterke affiniteit tot het methyleenblauw. De 
»grove” kolonievormen hadden meer van deze ,,tusschensub- 
stantie” dan de ,,fijne”’. 

In de Verhandeling in het Centralblatt fiir Bacteriologie *) 
zijn alle reproducties en teekeningen op zoo welwillende wijze 
opgenomen geworden, die al de verschillende groeiwijzen en 
kolonietypen te zien geven, die bij hernieuwde overentingen 
steeds weer ontstonden en die een haast chaotische verwarring 
gaven. Ik verwijs naar deze verhandeling en wil daar verder 
hier niet op ingaan. Meer en meer bleek dat hier slechts één 
ding noodig was, wilde men uit dezen chaos tenslotte uitkomen, 
n.m. het uitgaan van één afzonderlijke goed geisoleerde kolonie- 
vorm. Het toeval wilde dat die ééne geisoleerde kolonie op 
schitterende wijze geboden werd door een der sputumkulturen 
(subkultuur Frank op agar). Op het geheele agaroppervlak ont- 
stond slechts dit eene prachtige symmetrische kunststuk, oor- 
spronkelijk uit een klein ,,spin’’kolonietie ontstaan (dit laatste 
was eerst na 2 maanden zichtbaar) en had 13 maanden noodig 
om tot dit fraaie vormsel te kunnen uitgroeien (zie Fig. 5). Het 
is zeker nuttig er hier op te wijzen, indien een kolonie in zijn ont- 
wikkeling in niets gestoord wordt, zooals hier het geval was 
(geen ,,buren” met hun remmingen, stofwisselingsprodukten 
enz.) het kolonielichaam in staat is zich op te bouwen tot een 
lichaam van groote samengesteldheid en schoonheid, zooals 
men zelden ziet. 

De teekening werd bij 8-voudige loupevergrooting gemaakt 
bij doorvallend licht en geeft een bruin gepigmenteerd, brokkelig 
zeer gecompliceerd kernlichaam te zien, in een ragfijnen rand, 
parelmoerachtig van kleur. Het kernlichaam vertoont z.g. 
»zwermkernen”, stukjes kern die zich overal op het kolonie- 
lichaam gaan vertoonen en die als zelfstandige lichaampjes 
moeten worden opgevat, met een geheel eigen ontwikkeling (zie 
hierover later). Deze kernformatie komt bij de volwassen, uit- 
gegroeide kolonie veel voor en is voor de verdere ontwikkeling 
van groote beteekenis. 


2) M. van Riemsdijk. Zbl. Bakter. I. orig. Bd. 128, 503, 1933. 
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Bij opvallend licht staat het kernlichaam bloemkoolachtig 
en brokkelig omhoog, matwit van kleur, het overige (de rand) 
mat-geelachtig-wit van kleur. 

Reeds lang kreeg ik den indruk, bij nadere bestudeering der 
overentingen, dat het ,,kernlichaam” iets anders is dan de rand- 
structuur van dezelfde kolonie, wij hier met twee afzonderlijke 
ontwikkelingsvormen te doen hebben; de kolonie op agar is dus 
geen homogene eenheid. 

Van deze principieele grondgedachte uitgaande, werden nu 
de overige overentingen in die bepaalde richting geleid, n.m. er 
werd afgeént van het ,,kerngedeelte” en van het ,,kantgedeelte” 
derzelfde kolonie. Technisch was dit zeer goed uitvoerbaar, 
omdat beide eenheden makroskopisch fraai gescheiden waren. 

Verder bleek dat een ,,brokje” kultuur voorzichtig neer- 
gelegd op het agaropperviak (zonder eenig uitwrijven) een ge- 
heel ander ontwikkelingsbeeld gaf, dan wanneer dit op de ge- 
wone wijze werd uitgestreken. De eerste kultuur veel levens- 
krachtiger bleek dan de laatste. 

Aan de hand van al deze gegevens werden nu de entingen 
uitgevoerd: Van het ,,kerngedeelte’’ der Frank-kolonie werden 
kleine brokstukjes neergelegd op het agaroppervlak, eveneens 
een klein stukje van het ,,kantgedeelte’, stukjes zoo groot als 
de kop van een kleine speld, nauwelijks zichtbaar voor het 
bloote oog. 

De buisjes werden op de aangegeven wijze gekurkt, geparaf- 
fineerd en bij 37° C. geplaatst. Het eerste wat bii de ontwik- 
keling opviel was, dat het ,,.kantstukje” (fig. 6F.) veel sneller uit- 
groeide dan het ,,kernstukje” (D. E. fig. 6), een eigenaardigheid 
die zich telkens herhaalde. Dit wordt bij mikroskopische be- 
studeering alleszins begrijpelijk. 

Bij het ,,kantstukje” kan de groei dadelijk een aanvang 
nemen, terwijl het veel geconcentreerdere ,,kernstukje” eerst 
moet ,,uiteenvallen” wil groei in de ruimte plaats kunnen vinden. 
Waar deze beide ontwikkelingscycli van groot belang zijn, ook 
voor de ontwikkeling van de gewone strijkkultuur, mogen deze 
hieronder volgen aan de hand van enkele figuren. 


Ontwikkelingswijze | = ,,De ,,kernstukjes’’. 


De afgestoken kernstukjes zijn bruin gepigmenteerde, 
homogene, scherp geconcentreerde lichaampies (zie fig. 7). Na 
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pl.m. 3 weken ontstaan de eerste teekenen van het ,»uiteen- 
vallen” in een soort harde, stijve zwarte haren, die langzamer- 
hand overgaan in zeer fijne kantachtige uitloopers (fig. 8). 
Hierbij wordt het ,,kernlichaam” steeds kleiner, het lost zich 
daartoe meer en meer op, tot op een kleine rest. 

Dit ,,uiteenvallen” eenmaal een aanvang nemend, gaat 
tamelijk snel voorwaarts, totdat het teere spinachtige kolonie- 
lichaam is ontstaan. 

Op een gegeven oogenblik komt dit proces tot staan; de 
»Kernrest” groeit nu in de hoogte uit; een profiel reproductie 
zou een ,,tepeltje’’ doen zien, dat pl.m. 2 mm uitsteekt. Hier- 
mede is het nieuwe volgroeide kerndeel tot vollen wasdom ge- 
komen. Het overige van het kolonielichaam gaat nu een z.g. 
verdichtingsproces tegemoet. Het uiterst fijne doorzichtige kant- 
achtige krijgt vaster vorm, de kontour wordt scherper, een fijne 
organiseering van het kolonielichaam treedt op, waar de kern 
de hoofdrol in speelt. 

Fig. 9 doet het volwassen kolonietype zien van een ander 
,stukje” afkomstig (tenslotte zijn zij alle gelijk) waarbij het 
kernlichaampie zijn fijne uitloopers tot in de peripherie uitzendt. 

Men krijgt telkens weer den indruk, hoe verschillend de 
ontwikkelingswijzen ook zijn mogen, dat het kernlichaam het 
essentieele uitmaakt, de ,,levensdrager” van de kolonie is. Het 
,Kantgedeelte” sterft ook spoediger af dan het ,,kerngedeelte”. 


Ontwikkelingswijze Il = De ,,kantstukjes’’. 


Deze zijn van huis uit van veel lossere structuur, men ziet 
hier reeds dadelijk de kantachtige uitloopers. De groei neemt 
hier spoedig een aanvang, gaat in snel tempo en in pl.m. 3 weken 
is de volwassen uitgegroeide kolonievorm ontstaan. Gedurende 
het uitgroeien treedt hier tevens een gestadige ,,verdichting” 
van het centrum op, dat tenslotte eindigt in een goed omschre- 
ven, georganiseerd kernlichaam (zie fig. 6), bruin van kleur, dat 
neiging vertoont zich in vouwen te rangschikken. 

Het kernlichaam blijft hier vlakker, in tegenstelling totdat 
van het kernstukje. Het volwassen kolonielichaam bestaat dus 
ook hier weer uit de twee eenheden ,,kerngedeelte” en ,,kant- 
gedeelte”’. 

Over de in het ,,kantgedeelte” optredende ,,zwermkernen” 
zie pag. 286. 
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De tegeliik aangestelde ,,striik”kultuur dezer Frank-kolonie 
op agar ging zoo goed als niet aan en is nooit verder 
gekomen dan de ,,rotssubstantie” (na 2 jaar), zie onder. Dit 
werpt wel een bijzonder licht op de veel grootere levenskracht 
van het intakte bacillen ,agglomeraat”. Dit laatste, typeerend 
voor de tuberkeibacillen-rangschikking, schijnt dus wel bio- 
logisch zijn waarde te hebben (zie pag. 283). 

De verdere ontwikkelingsmodi van den tuberkelbacil op 
agar werden ons duidelijk door de gewone ,,strijkkultuur”’. 

Daartoe vonden overentingen plaats van Stukje D fig. 6 
(kerngedeelte en kantgedeelte) en van Stukje F (kerngedeelte en 
kantgedeelte), dus in het geheel 4 agarbuisjes, met het oogie 
uitgestreken over het bodemoppervlak, er streng oplettend dat 
makroskopisch van de enting niets zichtbaar was (geen ,,stuk- 
jes” of agglomeraten) opdat geen ,,stukjes ontwikkeling” kon 
plaats vinden, hetgeen tot verkeerde conclusies zou kunnen 
leiden. Vooraf moge reeds gezegd worden, dat deze 4 agarkul- 
turen van zoo zeer verschillenden herkomst tenslotte uiteindelijk 
precies dezelfde kolonievormen gaven, het type van fig. 15; 
dus ook wederom hier kernformatie, met kantachtige rand- 
formatie. Wij willen nu nagaan hoe de ontwikkeling zich hier 
verhoudt. 


Ontwikkelingswijze II] = De ,,Dauwdrupjes’” en de_,,Rots- 
substantie’’. 


Bij de tallooze overentingen (subkulturen) hebben deze 
,dauwdrupjes” groote moeite gegeven, tenslotte is toch bereikt 
deze behoorlijk in den ontwikkelingscyclus in te deelen. Op 
haast iedere agarkultuur, of men daar alleen ,,stukjes” op neer- 
gelegd heeft of dat het een ,,strijkkultuur” is, ontmoet men in 
de buurt van het kondenswater, waterheldere, uiterst fijne 
puntjes, net ,,dauwdrupjes”, met het bloote oog nauwelijks 
zichtbaar. Men treft deze ook aan op zijde van den agar, daar 
waar het kondenswater naar toevloeit als men het buisje een 
weinig schuin houdt. Dit zijn de predilectieplaatsen, waarmede 
niet gezegd is, dat dezelfde vormsels zich ook elders op den 
agar kunnen vertoonen. 

Ook bij den B.C.G. op agar zag ik deze ,,dauwdrupijes” (6). 

De groei gaat uiterst langzaam en de weg is zeer lang, al- 
vorens het einddoel bereikt is, n.m. de volwassen, uitgegroeide 
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kolonievorm van fig. 15. Waarom de groei hier zoo uiterst 
moeizaam moet plaats vinden, geloof ik te kunnen vermoeden. 

De tuberkelbacil is een organisme dat bij uitstek neiging 
heeft tot agglomeraatvorming (hoopjes, kluwen, celverbanden). 

De geheele evolutie van dit organisme staat in het teeken 
van de ,,opeenhooping”. Zoowel pathologisch in de ,,haardvor- 
ming” ,tuberkelvormig)’ als biologisch in het ,,celverband”. Men 
zou haast willen zeggen, er is steeds een centraal deel, een kern. 
Hoe moet men het materiaal niet steeds met kracht uitwrijven, 
om eenigszins verdeeling en isolatie te verkrijgen. De ,,stukjes” 
ontwikkeling (pag. 280—281) bewiist opnieuw hoe bij uitstek 
physiologisch het celverband voor den tuberkelbacil is. 

He kondenswater nu, brokkelt en weekt van het hooger 
gelegen materiaal steeds kleine fracties af; het celverband gaat 
verloren en het is zeer waarschijnlijk dat de bacteriecellen ge- 
isoleerd geraken en nu op zichzelf hun verdere ontwikkeling 
moeten zoeken en aanvangen. Dit gaat zooals gezegd uiterst 
traag. 

Beziet men nu dezen ontwikkelingsgang mikroskopisch, 
zoo is het aanvangsstadium als volgt: 

Bij 80 X ziet men een beeld dat sprekend gelijkt op datgene 
wat men verkrijgt indien men een handvol meel losjes uitschudt 
over een gladde oppervlakte. Men krijgt opstaande egrillige 
linen, heuvelties, uiterst kleine rondjes, net puistjes, fijn kor- 
religen ondergrond, alles sterk lichtbrekend en grijs van kleur, 
net fijn gruis dat men heeft weggeblazen, waardoor de zonder- 
lingste vormsels ontstaan, en waaruit de kleine ronde kogeltjes 
zich a.h.w. omhoog werken (7). 

Langzamerhand treedt samensmelting op van dit ,,heuvel- 
terrein”, de dauwdrupjes konflueeren makroskopisch. Mikros- 
kopisch ontstaat nu die eigenaardige ,,rotsachtige” tusschen- 
substantie, die zich makroskopisch op de kultuur uit als ,,stralen” 
en kleurlooze ,,liinen’”, verder in ronde en kleurlooze hoekige 
,stukjes”, in één woord deze uitgroeiing en samensmelting lijkt 
op een heterogeen rotsgebergte. 

En nu geschiedt het wonder: wit deze ,,tusschensubstantie” 
(rotsformatie) werken zich omhoog bruin gepigmenteerde 
,stukjes”, groot of klein, al naar gelang en in directe verhouding 
tot de onderliggende laag; dit zijn de plakkaten of schubben. 
Fig. 10 van een B.C.G.-kultuur afkomstig, vertoont het ,,groote” 
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stuk op de groote onderlaag (80 X). Heeft de rotssubstantie 
zich in ,,liinen” (stralen) gerangschikt, zoo ziet men op die 
liinen de harige ,,stukjes” ontstaan, zie fig. 11. Het kan zich 
nu voordoen, dat de kultuur op dit stadium blijit staan (zie pag. 
282), zooals bij den B.C.G. (regressiviteit) en bij kulturen die 
duidelijk zijn achteruit gegaan, het geval is. Is er echter energie 
genoeg, zoo gaat de groei verder als volgt: de plakkaten of 
schubben krijgen een ,,harigen” rand en vallen tenslotte ,,harig” 
uiteen; de rotsachtige onderlaag begint eveneens kantachtig 
uiteen te vallen, hetgeen tamelijk snel gaat, evenals bij de 
,stukjes ontwikkeling” (zie pag. 281). 

Was nu de rotsonderlaag oorspronkelijk klein met een 
eveneens klein stukje er bovenop, zoo ontstaat na het uiteen- 
vallen, het typische kleine ,,spinachtige” kolonietje met klein 
kerntje. Was daarentegen de rotsonderlaag en het daaropliggen- 
de ,,stuk” groot, zoo ontstaat na het ,,uiteenvallen” een groot 
brokkelig, opstaand bruin Kernlichaam, in het centrum van een 
groot fijn kantachtig kolonielichaam (7). 

Vandaar dat er steeds kolonieén ontstaan van zoo zeer ver- 
schillende grootte, al naar gelang van de herkomst, de kultuur 
daardoor een zoo onevenwichtigen indruk maakt. 

Zijn eenmaal de ,,spinachtige” kolonieén -ontstaan, zoo 
treedt wederom de ,,verdichting” op (zie pag. 281). 


Ontwikkelingswijze IV = De ,,spontane’”’ ontwikkeling. 


Op de geheele kultuur is de ,,spontane” ontwikkeling zicht- 
baar, waarmede bedoeld wordt, die ontwikkeling waarbij noch 
intakte kern- of kantstukjes, noch rotsachtige tusschensub- 
stantie, noch de oplossende werking van het kondenswater 
eenigermate een rol spelen. 

Ongeveer gelijktijidig met het ontstaan der ,,dauwdrupjes” 
ziet men op het agaroppervlak bij 8-voudige vergrooting, kleine, 
bruine hoekige ,,stukjes” ontstaan een weinig opstaand, die lang- 
zamerhand een klein geschulpt uitgegroeid randje gaan ver- 
toonen. Bij 80 X ziet een dergelijk stukje er uit als een bundeltje 
van naast elkaar liggende, vertikale onregelmatige ,,harige 
linen”. Deze haar-pakketten groeien steeds meer in de breedte 
en lengte uit, in tamelijk snel tempo, zoodat men platte harige 
vormsels krijgt. 


Langzamerhand gaat zich ook weer hier een donkerder 
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centrum afgrenzen (begin der kernformatie); dit platte bruin 
gekleurde centrale gedeelte trekt zich steeds meer centraal 
terug, kruipt a.h.w. op, verdichting der structuur treedt op, en 
daarmede is het begrensde kerngedeelte der niettwe kolonie 
wederom ontstaan. De losse vertikale lijnstructuur van de rest 
der kolonie ondergaat de ,,verdichting” (zie pag. 281) en daar- 
mede is de nieuwe kolonie met zijn kern- en kantgedeelte weer 
voltooid. ; 

Het ,,randje” dat men dus makroskopisch om het ,,stukje”’ 
ziet ontstaan”, is dus niet een ,,uitgroeien’”, zooals men dit 
a priori zou denken, maar net het tegenovergestelde; het 
,randje” vertoont zich aan het oog omdat het kerngedeelte zich 
centraal terugtrekt. Voor de afbeeldingen van dit geheele proces 
zie men de Duitsche verhandeling (7). 


Evolutie van ,,spinachtig’’ kolonietype tot ,,grof’ kolonietype. 
Overgang van ,,fijnen’ in ,,groven’ vorm. 


De ,,spinachtige” kolonietypen, het grondtype van iedere 
tuberkelbacillenkultuur op agar ontstaat dus op ,,viervoudige”’ 
wijze. Daarmede is echter de eindontwikkeling niet ten volle 
bereikt, n.m. de voluitgegroeide, volwassen kolonievorm van 
fig. 14. Dit gaat als volgt: de fijne kantachtige structuur onder- 
gaat een gestadig ,,verdichtings’’ proces, met steeds duidelijker 
wordende afgrenzing, zoowel van het kantgedeelte als van het 
kerngedeelte; dit laatste heft zich daar geheel uit op. De kleine 
spin’ vormen bereiken dit einddoel over fig. 12 om tenslotte 
fig. 14 te bereiken. 

De grootere en allergrootste vormen doen dit over fig. 13, 
een analoog proces dat tenslotte ook in fig. 14 eindigt. 

Beziet men deze figuur (het eind type) nauwkeurig, zoo kan 
men dit ,,verdichtings’’ proces nauwkeurig vervolgen. De boven- 
ste helft is reeds gereed en vertoont het schubachtige karakter; 
rechtsonder is nog een segment waar de zuivere ,,spin’’structuur 
nog aanwezig is; links is.de duidelijke ,,verdichting” te zien. De 
kern, die a.h.w. het gansche kolonielichaam vanuit het centrum 
beheerscht, is streng begrensd, donkerbruin gepigmenteerd, 
brokkelig omhoogstaand en heeft zijn uitloopers tot in de 
peripherie. Bij doorvallend licht is de nukleus duidelijk bruin, 
het overige kolonielichaam doorzichtig van zilverachtige kleur. 

Op een eigenaardigheid der ,,volgroeide” tuberkelbacillen- 
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kolonie op agar zou ik nog een oogenblik willen wijzen. Het 
kan zich voordoen, nadat de kolonie haar vollen uitgegroeiden 
wasdom heeft bereikt, dat de inwendige structuur zich nog 
eigenaardig kan gaan wijzigen. 

Photogram fig. 15, beide overentingen van eenzelfde kolonie 
weergevende, en daarvan de rechtsche afbeelding, die in een 
verdergevorderd groeistadium verkeert, geeft fraai te zien, dat 
om het kernlichaam heen, een ,,ophelderingszone” ontstaat, bij 
doorvallend licht, zilverachtig, parelmoerachtig van kleur, vol- 
komen doorzichtig. De rand maakt een donkerder indruk, heeft 
dezelfde kleur van den nukleus en is geconcentreerder van 
structuur geworden. Het geeft geheel den indruk of er een ,,op- 
schuiving” van materie naar den rand heeft plaats gevonden, 
die zich daar ophoopt, ten koste van de zone om den nukleus. 
Het kan nu voorkomen dat dezen geconcentreerden, gepigmen- 
teerden rand op zijn beurt een teere, wazige uitgroeiing rondom 
gaat vertoonen. Men zou haast willen aannemen, dat wij hier het 
gebied van het volgende hoofdstuk betreden, n.m. dat der 
,»voortwoekerings”’tendens. 

Een analoog verschijnsel geven sommige der typhus- 
kolonieén te zien, waar wij in het System of Bacteriology 
lezen *): Again other colonies show clear spaces or lytic areas”. 


De ,,Zwermkernen” en de Voortwoekeringstendens der vol- 
groeide Koloniestructuren. 


De ,,zwermkernen” (pag. 279) zijn een zeer merkwaardig 
verschijnsel van de volwassen tuberkelbacillenkolonie op agar. 
In het ,,.kantgedeelte” der volgroeide kolonieén ziet men op wil- 
lekeurige plaatsen, vooral aan de peripherie, kleine ronde 
lichaampjes ontstaan (zie nog. fig. 5-6), een soort plaatselijke 
»verdichtingen” die geheel de structuur van het kernlichaam 
bezitten, een weinig omhoogstaan en duidelijk bruin van kleur 
zijn. : 

Photogram fig. 16 vertoont op duidelijke wijze hoe deze 
lichaampjes overal ontstaan. Deze zijn in den cyclus interessante 
vormsels, die hun eiger zelfstandigen ontwikkelingsgang 
bezitten. 


*) System of Bacteriology, Deel 4 Bacillus Typhosus by W. Bulloch. 
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Mikroskopisch zien deze eruit als fig. 17 aangeeft, hebben 
reeds de ,,harige” rand (B), komen echter in het moeder- 
lichaam niet verder. Eenmaal daarvan los, gaan zij dezelfde 
ontwikkeling tegemoet als het ,,kernstukje” (zie C). Het woord 
»Zwermkernen” lijkt mij dan ook niet voorbarig. 

Een ander soort parasitisme vertoont zich nog in den voort- 
woekeringstendens der eenmaal gevormde, volwassen kolonie, 
hetgeen voor den tuberkelbacil ook weer specifiek schijnt, ten- 
minste bij} mijn weten treedt dit bij andere bacteriesoorten 
niet op. 

De eerste modus hiervan is de z.g. ,,afsnoering” van nieuwe 
kolonieén uit het kantgedeelte, fig. 8 en fig. 18 geven daarvan 
een duidelijk voorbeeld. Men ziet dit veelal bij de ,,harige” uit- 
eenvalling der kernstukjes, waar geheel aan den rand van het 
kantgedeelte het nieuwe kolonietje zich afgrenst, tegelijk met 
de centrale verdichting, de nukleus; dit worden kolonietjes van 
het type der kleine ,,spinkolonietjes”. Deze ontwikkeling is 
echter weer een geheel andere en dus niet te verwarren met die 
der ,,.zwermkernen”, waar hier het kernlichaam het primaire is 
en daarna het kantgedeelte zich secundair ontwikkelt, terwijl 
bij de ,,afsnoering” het kantgedeelte ,,primair” is, de kern eerst 
secundair optreedt. 

De tweede modus van deze voortwoekering treedt op bij de 
geheel volgroeide agarkulturen. Hier ziet men b.v. wanneer de 
kolonieén geconflueerd zijn en de kernstructuren elkander be- 
roeren, dat stukjes ervan loslaten kunnen, hetzij ,,.kern’”- of 
»Kantstukjes”, welke dan op denzelfden agar, doch op een 
andere plek, hun eigen ontwikkelingsgang aanvangen en tot 
geheel zelfstandige kolonievormen uitgroeien, de kernstukjes 
over I, de kantstukjes over II (pag. 281). 

Bij een overenting zag ik het volgende: de kolonie die met 
het oogje werd beroerd voor materiaalafname, werd daarbij 
gedestrueerd; deze viel in verschillende brokstukjes uiteen, die 
door de wondere gladheid van de kolonie ten opzichte van het 
bodemoppervlak (zie onder) weggleden. Deze weggegleden 
koloniestukjes groeiden uit op den zelfden agar tot weer zelf- 
standige kolonieties, op geheel dezelfde wijze, de kantstukjes 
weer over II, de kernstukjes over I, volgens dezelfde wetmatig- 
heid. Biologisch is het verschijnsel én van de ,,zzwermkernen” 
én dat der ,,voortwoekering” van gewicht, want het werpt een 


288 


licht op de voortplantingsmogelijkheid op agar, die wel een zeer 
veelvulidge schijnt te zijn. 

Het wordt tevens duidelijk, hoe moeilijk het was den juisten 
ontwikkelingsgang van den tuberkelbacil op agar op het spoor 
te komen, want toch bij iedere overenting, als men daar niet 
voldoende aandacht aan schenkt, blijven door de slechte ver- 
deeling van het taaie, brokkelige tuberculeuse materiaal, steeds 
onverdeelde, intakte stukies op den agar achter; deze ,,na- 
komelingen” van de moederkultuur, eensdeels dus ,,kern” of 
,Kantkinderen”, geven evenzoovele kolonievormen over | of II; 
deze ,,stukjes” kunnen den juisten cyclus zeer verwarren. 


De agarkolonie tenopzichte van het bodemoppervlak en omtrent 
de 0.-verhoudingen. 


Allermerkwaardigst is de hoedanigheid van de tuberkel- 
bacillen agarkolonie ten opzichte van het bodemoppervlak. 

Bij de minste beroering met het oogie, glijdt de kolonie in 
zijn geheel over het bodemoppervlak heen, men kan deze a.h.w. 
overal heen laten glijden waar men wil, zonder eenige bescha- 
diging. Bij het kondenswater kan het zelfs zoover komen, dat 
de volgroeide kolonieén eenvoudig door het kondenswater 
worden afgelicht en volkomen intakt up het water blijven drij- 
ven. Zij kunnen door confluatie een vlies vormen, dat op de 
oppervlakte drijft, Of zi] kunnen eenvoudig door het water tegen 
den tegenovergestelden buiswand worden aangekleefd, waar zij 
ook weer als intakte kolonieén blijven hangen, zeer merkwaardig. 
,ochubben” en plakkaten der rotssubstantie zijn wat enger ver- 
bonden met de onderlaag en laten zich door het entinstrument 
niet zoo gemakkeliijk verplaatsen, hetgeen logisch uit hun ont- 
staanswijze volgt. Omtrent de 0.-verhoudingen in de agarbuizen 
nog een enkel woord. Zooals reeds gezegd, droogden de kul- 
uren na maandenlang verblijf bij 37° C. zeer weinig uit door 
de afsluiting met paraffineering. Hieruit volgt wel onmiddelliik 
dat zeer weinig lucht binnen kan treden, dus ook zeer weinig 
zuurstof. Alleen langs den eigenlijken rand van de buis werd 
de paraffine aangebracht, door het overige van de kurk zou dus 
wat lucht kunnen binnendringen, veel kan dit echter niet zijn. 

De tuberkelbacil staat overal geboekt als obligaat aerobe, 
veel 02 is noodig voor zijn groei en ontwikkeling. 
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In een vorige verhatideling beschreef ik reeds dat er een 
»dieptegroei” der tuberkelbacillen bestaat*). 

Slaat men de tuberkelbacillenliteratuur over dit onderwerp 
na, zoo is het wel opvallend hoe weinig er bekend is omtrent 
de 02 verhoudingen van dit organisme. In dit verband zijn de 
proeven van Ludwig Lange“) van belang, die: kortgeleden de 
02 behoefte bestudeerde bij half vloeibare Sautonkulturen (dunne 
agar). Hier had de ,,humane” vorm zijn weelderigste groei 
1 cm onder de oppervlakte. De zeer bijzondere proefnemingen 
der Amerikanen Loebel, Schorr en Richardson *), welke het 
ademhalingsmetabolisme der tuberkelbacil in de aparatuur van 
Warburg bestudeerden en beschreven, stelden vast dat na 4 
dagen in zuurstofvrij milieu ademhaling en groei geheel waren 
opgehouden, doch 1 dag in het anaerobisch milieu, noch adem- 
haling, noch groei in het minst hadden geleden. Naar Novy en 
Soule*) groeit de tuberkelbacil nog bij een 0.-spanning van 
12%. Wel zeer waarschijnlijk zal het hier gaan als met alle 
biologische eigenschappen van den tuberkelbacil, dat wel stellig 
dezelfde groote individueele verscheidenheid aan het woord is, 
die het wezen van dezen bacil zoo zeer typeert. 

Ik krijg steeds sterker de overtuiging, hoe langer ik met 
deze organismen arbeid, dat hun groei-mogelijkheden haast 
onbegrensd zijn, als men maar voldoende geduld heeft en lang 
genoeg observeert. 

Om spoediger conclusies te verkrijgen, wordt menig tuber- 
kulose-onderzoek te vroeg afgesloten. Tegenover de zuurstof 
zal men stellig de tuberkelbacillen tot de mikro-aerophielen heb- 
ben te rekenen met zeer grooten groeidrempel. 


Samenvatting. 


Bezien wij nu de eerste entingsproeven van den tuberkel- 
bacil op agar, zooals deze op pag. 277-278 zijn beschreven in het 
licht van den vastgestelden 4-voudigen ontwikkelingsgang op 
agar, zoo zijn de verschillende initiale groeiwijzen niet anders 
dan dat kultuur'en kolonievormen daar op een ,,tusschentrap” 
van den cyclus zijn blijven staan. Bij vele is het bij deze eerste 


4) Ludwig Lange 15. Tagung der Deutschen Ver. f. Mikrobiologie, 
Giessen 1932. Zbl. Bakter. I orig. 127, (1933). 
8) Loebel, Schorr, Richardson. J. Bacter. 26 (1933). 
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enting niet verder gekomen dan tot den ,,spinachtigen” kolonie- 
vorm in kleinste afmeting. Ik heb het wel gehad dat verder dan 
de ,,rotssubstantie” de kultuur niet kwam. Dit is aan de hand 
der afbeeldingen (zie Duitsche verhandeling) zoo fraai te ver- 
volgen. 

De eerste entingen die zoo zeer den indruk gaven, met 
mutaties en fluktuaties in den kolonievorm te doen te hebben 
(de lange latentie-perioden van sommige kolonieén, het plot- 
seling doorgroeien van andere groepen, het plotseling staan 
blijven van weer andere groepen) gaf aan de kulturen dat won- 
derlijk onevenwichtige, discongruente aspect, hetzeen wijst en 
alleen begrepen kan worden uit de groote individueele verschei- 
denheid van de eenheden waaruit de kultuur is opgebouwd. 
Men zou haast kunnen zeggen, het is een groei bij ,,rukken” en 
toch is de evolutie op agar een gecontinueerden cyclus en wel 
4-voudig (7). 

Tenslotte is de agar voor den tuberkelbacil een ,,honger- 
voedingsbodem”, maar toch past deze zich op wondere wijze 
aan en vindt een modus om erop staande te blijven, al is deze 
zeer gecompliceerd. 

De kernformatie (nukleus) heeft een merkwaardigen in- 
vloed op het beloop van de kolonievorming, fungeert als een 
soort ,,levensdrager”’. 

De ,,zwermkernen” zijn biologisch van groote waarde, men 
zou deze laatsten gelijk kunnen stellen met kleine ,,haardjes”, 
die zoodra de gelegenheid daar is, onmiddelliik gaan voort- 
woekeren tot zelfstandige eenheden. Vinden wij ditzelfde niet 
bij de ziekte als zoodanig terug? Zelfs de B.C.G. vertoont op 
dezen bodem duidelijk zijn regressieve eigenschappen ‘). 

Dat de agarkulturen van den tuberkelbacil een onevenwich- 
tigen indruk maken, groote fraaie uitgegroeide kolonievormen, 
met de kommervolste typen er tusschen, moet zeer zeker 
worden toegeschreven eenerzijds aan de ontstaanswijzen (een 
der 4 modi) anderzijds bevestigen de reeds aangeduide indivi- 
dueele biologische verscheidenheid der bacterie-eenheden. 


Conclusies. 


le. Bacillus tuberculosis heeft op agar een 4-voudige in- 


*) M. van Riemsdik. Zbl. Bakter. I orig. Bd. 130, 247 (1933). 


291 


gewikkelde ontstaanswijze, die tenslotte eindigt in hetzelfde 
kolonietype (7). 

2e. De kolonieén op agar zijn geen homogene structuren; 
te onderscheiden zijn: het Nucleaire deel (kern) en het periphere 
deel (kantuitgroeiing). Beide gedeelten hebben een verschillende 
ontwikkelingscyclus op agar. 

3e. De 2-grond kolonietypen die iedere tuberkelbacillen- 
kultuur op agar vertoom,-zijn het ,,spinachtige type” (type I) 
en het ,,grove” (type II). Type I gaat in type II over. 

4e. De Nucleus van de kolonie is biologisch van gewicht; 
dit is een soort ,,levensdrager”’. 

5e. De ,,zwermkernen” zijn interessante vormsels, die bij 
de voortplanting der kolonie een gewichtige rol spelen. 

6e. De ,,dauwdrupjes” en de ,,rotssubstantie” (modus III) 
zijn de zeer ingewikkelde weg, waarop de meer ,,geisoleerde” 
tuberkelbacil op agar tot zijn eindontwikkeling komt. 

7e. De regressieve eigenschappen van den B.C.G. ver- 
toonen zich in de ontwikkeling op agar. 

8e. ,,Neergelegde” koloniestukjes zijn veel levenskrach- 
tiger dan ,,uitgestreken” koloniestukjies; het tuberkelbacillen- 
agglomeraat schijnt biologisch zijn groote waarde te hebben, 
hetgeen zich pathologisch in dezelfde richting beweegt (tuber- 
kelvorming-haardvorming). 

Oe. De eigenaardige hoedanigheid van de agarkolonie ten 
opzichte van het bodemoppervlak, maakt dat deze bij lichte 
aanraking intakt over het bodemoppervlak heenglijdt of door 
het kondenswater zonder beschadiging wordt afgelicht en tegen 
den buiswand wordt aangekleefd. 

10e. De volgroeide agarkolonieén hebben sterke neiging tot 
,voortwoekering”, sommige vertoonen om de kern een ,,ophel- 
derings’’zone. 

lle. Op den agar treden de individueele schommelingen 
in vitaliteit van den tuberkelbacil duidelijk aan den dag. De 
,onevenwichtige” indruk van den agarkultuur bevestigt ten 
duidelijkste dat de tuberkelbacillenkultuur uit biologisch zeer 
verschillende elementen is opgebouwd. 

12e. Ten opzichte van de zuurstof behoort de tuberkel- 
bacil tot de mikroaerophielen, met zeer groote groeimarge. 

1) M. van Riemsdijk. Zbl. Bakter. I. orig. Bd. 132, 292, (1934). 


Over de waarde van eenige voedingsmedia als 
ophoopingsvloeistof voor Bacterium Coli 
uit consumptie is. 


DOOR 


Dr. E. L. KRUGERS DAGNEAUX. 


Volgens het consumptieijs-besluit mag in de, opzettelijk 
onder 0° C. afgekoelde, zoete of zoetzure eetwaar, welke zoo- 
danig wordt aangeduid, noch in 0,1 cm’, noch in een geringe 
hoeveelheid kweekbare colibacterién voorkomen. Om een even- 
tueele aanwezigheid van B. coli aan te toonen ent men 0,1 cm*® 
ijs in z.g. zure bouillon, een oplossing van Liebigs vleesch- 
extract, pepton, fosfaat, lactose en wat neutraalrood.- B. coli 
zal hierin zijn aanwezigheid verraden door een kanariegele ver- 
kleuring tengevolge van de reductie van de kleurstof en door 
de vorming van CO: en Hz uit de lactose. 

Slechts een enkele maal ziet men deze beide verschijnselen; 
veelal treedt alleen gasvorming op, een enkele maal alleen de 
verkleuring. Men zal de culture dan ook steeds moeten uit- 
strijken op een Endoplaat. Als hierop roode kolonies zichtbaar 
worden met den karakteristieken groenen weerschijn, kan men 
wel overtuigd zijn met B. coli of B. aerogenes te maken te 
hebben. Het zal evenwel steeds wenschelijk zijn zich nader te 
overtuigen door over te enten in bepaalde voedingsmedia. Van- 
zelfsprekend dient dit ook altijd te geschieden bij een minder 
karakteristieken groei op de Endoplaat. 

Ter overtuiging ent ik de betreffende culture over in: 

a. lactose-pepton-lakmoes 

b. gelatine 

c. glucose-pepton (Fijkman) 

d. peptonwater. 

Om te besluiten tot de aanwezigheid van B. coli eisch ik. 
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dat uit lactose bij 37° C. zuur en een voldoende hoeveelheid | 
(ong. % cm*) gas wordt gevormd, dat gelatine niet vervloeit 
en de betreffende bacterie Gram-negatief is. Wat betreft de 
proef van Eijkman (vorming van gas uit glucose bij 45° C.) en 
het vormen van indol uit peptonwater moet minstens één dezer 
proeven positief uitvallen. Zonder twijfel lijikt deze laatste eisch 
eenigszins willekeurig gekozen, maar de ervaring heeft mij ge- 
leerd, dat het voorkomen van lactose-positieve, indol- Of Eijk- 
man-negatieve organismen altijd op een foutieve bereidings- 
wijze wijst. Voor een proces-verbaal onderzoek moeten beide 
reacties positief zijn. Overigens komen indol-negatieve stammen 
meer voor dan Ejijkman-negatieve; m.i. zullen deze laatsten, 
als men ze maar genoeg overent, allen tenslotte wel Eijkman- 
positief worden als lactose vergist wordt. Van 100 lactose- 
positieve stammen, gedurenden den zomer van 1934 uit ijs- 
monsters geisoleerd, waren: 


60 stammen Eijkman pos. en indol pos., 


27 ” ” pos. ” ” neg., 
6 a 3 ness, LS MVDOSS 
7 5 - Hews 42 bless 


Een positieve of negatieve reactie van Voges—Proskauer 
bleek niet samen te gaan met deze verdeeling. 

In plaats van de ,,zure bouillon” mag men ook gebruiken 
gewone bouillon, zooals aangegeven in het melkbesluit. Hier- 
mede vervalt echter elke indicatie voor de aanwezigheid van 
B. coli. 


Het gebruik van de ,,zure bouillon” brengt vele nadeelen 
met zich mede. De gele verkleuring treedt slechts sporadisch 
op en men kon mii. het neutraalrood net zoo goed geheel weg- 
laten. Vaak is de gasvorming zoo minimaal, dat een beoor- 
deeling niet mogelijk is. Dat dit zooveel moeilijker gaat dan b.v. 
bij het wateronderzoek, behoeft geen verwondering te ver- 
wekken, als men de hoeveelheid verontreinigende organische 
stof, de 0,1 «m’ ijspudding, in aanmerking neemt. Valt de voor- 
proef negatief uit (gas noch verkleuring) dan dient men toch 
steeds ter verder onderzoek over te enten op een Endoplaat. 

Daarom heb ik gedurende de afgeloopen jaren een verge- 
liikend onderzoek ingesteld naar de waarde van verschillende 
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voedingsmedia als voorbroedvloeistof en als ,,presumptive test”. 
Vergeleken werden: 

le. de zure bouillon. De gele verkleuring werd _ hierbij 
maar direct buiten beschouwing gelaten, alleen een duidelijke 
gasvorming is positief. 

2e. peptonwater. Na 24 uur wordt een uitstrijkjie gemaakt 
op een Endoplaat en in de rest dan, of bij negatief resultaat na 
48 uur nogmaals, gereageerd op de aanwezigheid van indol met 
para-dimethyl-amino-benzaldehyd volgens Ehrlich. Indien een 
duidelijke roode verkleuring zichtbaar wordt, rekent men de 
voorproef positief. 

3e. de vloeistof van Eijkman. Deze buizen worden ge- 
plaatst bij 45° C. De proef is positief, indien uit de glucose vol- 
doende gas is gevormd. 


In 1931 werden 66 monsters ijs zoo onderzocht, in 29 hier- 
van was B. coli in 0,1 cm* aanwezig. Het resultaat is aange- 
geven in onderstaande tabel: 


voorproef: B. coli B. coli 

aanw. afw. 

zure bouillon pos.: 22 17 5 
neg.: 44 12 ge 

peptonwater pos.: 22 Ze 0 
neg.: 44 iy 37 

Eijkman HOS vee 7 2 
neg.: 57 22 35 


In zure bouillon is dus 22 keer gas gevormd (voorproef 
positief), waarbij in 17 gevallen B. coli ook inderdaad aanwezig 
en in 5 gevallen afwezig was bij nader onderzoek; 44 maal was 
de voorproef negatief, waarna bleek, dat in 12 gevallen B. coli 
toch geisoleerd kon worden. 

In percenten uitgedrukt is het aantal keeren, dat de voor- 
proef negatief was en B. coli toch aanwezig bleek, m.i. het be- 
denkelijkste geval) voor de genoemde voedingsmedia respec- 
tievelijk: 27, 16 en 39. 

Daar de vloeistof van Eijkman (bij 45° C) totaal ongeschikt 
bleek als voorbroedvloeistof, werd deze het volgend jaar weg- 
gelaten. 

De uitkomsten van de proeven in 1932 bevestigen de vorige 
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proeven. Er werden 104 monsters onderzocht. B. coli was in 
35 gevallen aanwezig: 


voorproef: B. coli B. coli 
aanw. afw. 

zure bouillon pos.: 36 EA 9 
neg.: 68 8 60 

peptonwater POS.) ol 30 1 
nese 73 5 68 


Vergelijkt men het aantal gevallen, dat de voorproef een 
juist beeld van het resultaat gaf, dan vindt men: 


1931 1932 
zure bouillon 74% 84% 
peptonwater 89% 94% 
Eijkman 64% — 


Het blijkt dus, dat peptonwater als voorbroedvloeistof voor 
het kweeken van B. coli uit ijs te verkiezen is boven ,,zure 
bouillon”. Ook is de beoordeeling van het resultaat van de 
indolproef gemakkelijker en daardoor juister dan van gistings- 
proefijes. 

Een ander voordeel van peptonwater geeft het gebruik van 
buisjes met 9 cm’ hiervan als verdunningsvloeistof*). Men ge- 
bruikt deze eerste i.p.v. de gebruikelijke buisjes met 9 cm’ 
water of physiologische zoutoplossing om de verlangde ver- 
dunning voor het gieten van de telplaten (in de praktijk 1/100 
en 1/1000 cm*) te krijgen. Daarna plaatst men ze in de stoof, 
strijkt na 24 uur uit op een Endoplaat en reageert na 48 uur 
op de aanwezigheid van indol. Dit geeft een belangrijke be- 
sparing aan tijd en glaswerk bij het onderzoek van ineerdere 
monsters ijs, vooral als men, om zich een juister beeld van de 
bacteriologische gesteldheid wil vormen, ook kleinere hoeveel- 
heden dan 1/10 cm’ in onderzoek neemt. 

De laatste jaren gebruik ik voor het gewone onderzoek 
alleen peptonwater. Als de indolreactie positief is, kan men 
direct overenten in lactose-pepton en in de vloeistof van 
Eijkman. Zoodoende heeft men binnen 48 uur zekerheid, dat 


B. coli aanwezig is. 


1) Chem. Weekblad 31, 155 (1934). 
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Slechts zelden komt men gevallen tegen, waarbij wel indol 
gevormd wordt, doch geen colibacterién te isoleeren zijn. De 
positieve reactie wordt dan veroorzaakt door andere indol- 
positieve organismen. Deze sterven vrij snel af, zoodat het 
isoleeren van reinculturen veelal moeilijkheden oplevert. Voor 
zoover ik ze heb kunnen nagaan, waren het zeer bewegelijke, 
korte, Gram-negatieve staafjes, soms eenigszins haltervormig. 
De indolreactie was na 24 uur al duidelijk positief, glucose en 
lactose werden niet vergist. Indien men langdurig kweekte in 
lactose-peptonwater werd op den duur wat gas gevormd. Op 
Endoplaten vormden zich slijmerige, licht rose kolonies. De 
reactie van Voges—Proskauer was negatief, de methylrood- 
proef positief. Gelatine werd niet vervloeid, sporenvorming heb 
ik niet waargenomen. Ook uit melk en water heb ik soortgeliike 
bacterién geisoleerd. Het onderzoek naar deze ,,belagers van 
de indoltiter” wordt voortgezet. 


Overzicht. 


Voor het kweeken van Bacterium coli uit consumptieijs is 
peptonwater om 4 redenen te verkiezen boven ,,zure bouillon”: 


le. de beoordeeling van het resultaat van de indolproef 
is scherper dan van gistingsproefies. 

Ze. een eventueel voorhanden B. coli zal zich in pepton- 
water beter ontwikkelen. 

3e. een positieve indolreactie wijst met grootere zekerheid 
op het voorkomen van B. coli. 

4e. als verdunningsvloeistof kan peptonwater tevens de 
buisjies met 9 cm* water vervangen. 


Hoewel een positieve indolreactie de aanwezigheid van 
B. coli zeer waarschijnliik maakt is het in eenige gevallen toch 
mogelijk, dat andere organismen hiervoor aansprakelijk moeten 
worden gesteld. Een nader onderzoek is dus altijd noodzakeliik. 


Biologische zandfilters met visschen 


DOOR 


Dr. J. K. BAARS. 


(Uit het Proefstation v. Drink- en Afvalwaterzuivering, Manggarai, Java) 


In No. 2 van dit tijdschrift*) doet Dr. Sardjito mededeeling 
over een aantal experimenten, verricht in de langzaamzand- 
filter-installatie der drinkwaterleiding te Makassar, welke ten 
doel hebben de looptijden der filters te verlengen door de lang- 
zamerhand ontstane algenlaag te doen opeten door verschil- 
lende vischsoorten. 

Dezerzijds wordt ernstig bezwaar gevoeld tegen een der- 
gelijke werkwijze en wel op de volgende gronden: 

Het doel van het biologisch- of langzaamzandfilter is, uit 
nagenoeg helder water ten eerste de levende organismen te 
verwijderen, en ten tweede het gehalte aan opgeloste organische 
stoffen zooveel mogelijk te reduceeren. Het eerste geschiedt in 
hoofdzaak in de bovenste lagen van het filter, terwijl het laatste 
in de diepere lagen van het filterbed plaats vindt. Het in het 
water opgeloste koolzuur vormt het substraat voor algen, 
welker groei een zoodanigen omvang kan aannemen, dat het 
heele filterbed met een laag van eenige cm dikte kan volgroeien. 
De algen assimileeren onder invloed van het zonlicht het CO, 
en geven zuurstof aan het water af, hetgeen de latere oxydatie 
der assimileerbare organische verbindingen in het zandbed ten 
goede komt. Verhoogden de algen niet op ongewenschte wijze 
den filterweerstand, dan was er geen enkel bezwaar tegen hun 
ontwikkeling aan te voeren. Wordt de weerstand te groot, dan 
daalt de doorstroomingssnelheid te veel, zoodat de algen gaan 
afsterven. Er komt meer organische stof in het water, zoodat 


1) Anthonie v. Leeuwenhoek, 7 (1934) 118. 
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afgezien van het te lage debiet, ook de vermindering van het 
organische stofgehalte niet meer bevredigend is. In zoo’n geval 
wordt het filter dus geschuimd. 

Daar voor den algengroei zonlicht noodig is, kan men deze 
verhinderen door overdekken van het filter. Dit werd te 
Pangkal Pinang toegepast en het resultaat beantwoordde geheel 
aan de verwachtingen. Bij de groote oppervlakte der filters kan 
dit echter soms bouwtechnische en ook financieele bezwaren 
opleveren. Men heeft dan nog andere mogelijkheden, zooals 
mechanische voorfiltratie, chloreering, voorafgaande aan de 
biologische filtratie (welke b.v. te London wordt toegepast), of 
het toevoegen van een koperverbinding aan het water, hetzij 
in den vorm van kopersulfaat, hetzij door in de aanvoerleiding 
van het filter eenvoudig een bundel rood koperdraad te brengen. 
Op de laatste wijze werden bv. te Muntok uitstekende resul- 
taten bereikt. Natuurlijk moet de samenstelling van het water 
voor deze laatste werkwijze zoodanig zijn, dat voldoende koper 
oplost. 

Wij beschikken dus over verschillende middelen om den 
algengroei te voorkomen, waarbij volledig rekening wordt ge- 
houden met het grondprincipe der biologische filtratie. 

De door Dr. Sardjito voorgeslagen werkwijze heeft echter 
de volgende consequenties. 

Wordt een bepaalde plaats door de visschen schoongegeten 
(zie de kraters op fig. 3), dan zal de weerstand ter plaatse sterk 
afnemen, met gevolg een grootere, plaatselijkedoorstroomings- 
snelheid. Daar nu bij de langzame zandfiltratie de werking van 
het filterbed juist optimaal is bij een constante doorstrooming 
en sterke variaties zooveel mogelijk vermeden moeten worden, 
is de ,,visch-reinigings-methode” hierdoor reeds veroordeeld. 

Er is echter nog een tweede kant aan deze kwestie. Het in 
het water opgeloste CO. wordt geassimileerd door aanwezige 
algen en het hieruit opgebouwde cel-materiaal bij het schuimen 
verwijderd. Bij algenvrije filters wordt het CO. afgevoerd in het 
effluent. 

Wordt nu het algendek opgegeten door de visschen, dan 
zullen behalve het door deze ontwikkelde koolzuur, ook de 
afbraakproducten der algen als hun stofwisselingsproducten in 
het water komen, zoodat extra organische stof op en in het 
filter komt. 


299 


Voorts moet nog ‘de aandacht gevestigd worden op het feit 
dat de visschen het kiemgetal van het influent zullen verhoogen. 
Weliswaar zijn de z.g. ,,visschen-coli” ongevaarlijk, maar de 
mogelijkheid moet toch onder oogen worden gezien dat bij een 
algemeene toepassing van de voorgeslagen werkwijze ook 
visschen, welke kort geleden uit verontreinigde rivieren ge- 
vangen zijn, gebruikt worden, die in hun darmkanaal wellicht 
schadelijke bacterién herbergen. Infectieziekten ontstaan door 
het gebruik van oesters, welke in verontreinigd water gegroeid 
waren, zijn genoegzaam bekend om ook op dezen grond het 
experiment af te wijzen. 

Wat betreft het voordeel dat Dr. Sardjito ziet in het accu- 
muleeren van de organische stof als lichaamssubstantie der 
visschen nog het volgende: 

Een preciese berekening daarvan aan de hand van de ge- 
publiceerde gegevens is niet mogelijk, daar de 10 kg. visch, 
welke in 6 maanden zou kunnen groeien, slechts voor pl.m. 10% 
uit organische stof bestaat en het totaal verbruikte algen- 
materiaal slechts voor een klein deel voor gewichtsvermeer- 
dering gediend heeft. Daarbij komt nog dat de gegevens uit 
tabel I over te korten looptijd met constante snelheid gelden 
om een gemiddelde afname van de organische stof te kunnen 
berekenen en zoodoende de beide werkwijzen te vergelijken. 

Cijfers betreffende het gehalte aan proteid  stikstof, 
ammoniak en nitraat in het filter-effluent worden niet vermeld, 
terwijl deze toch juist in dit verband van waarde moeten worden 
geacht. 

Afgezien hiervan moeten de bovenstaande principieele be- 
zwaren echter voldoende worden geacht om de door Dr. 
Sardjito voorgeslagen werkwijze af te raden. 


Boekaankondiging, 


Dr. P. A. Meerburg en Dr. A. Massink, Methodiek voor chemisch en 
bacteriologisch drinkwateronderzoek. Uitgave van P. Noordhoff N.V. te 
Groningen—Batavia, 1934. 119 blz. Prijs ingenaaid 3.25, gebonden £3.90. 


Deze uitgave is, blijkens het voorwoord, door de schrijvers bedoeld 
als een aanvulling en, op bepaalde punten, als een verbetering van de 
tweede druk van de z.g. Watercodex (Codex Alimentarius No. 3, 1914). 
Waar echter dit laatstgenoemd geschrift geheel is uitverkocht en er blijk- 
baar geen kans bestaat, dat daarvan binnen afzienbare tijd de noodzakeliike 
derde druk zal verschijnen, daar hebben de beide schrijvers de gelukkige 
gedachte gehad in een enigszins gewijzigde vorm daaraan tegemoet te 
komen. 

Toch draagt dit werk een ander cachet, het is meer persoonlijk, meer 
een uitdrukking van eigen onderzoek en ervaring. Het is geworden, zoals 
zij het zelf vermelden, een overzicht van de methoden, welke door het 
Centraal Laboratorium voor de Volksgezondheid (of hoe het tegenwoordig 
mag heten) en het Rijksbureau voor Drinkwatervoorziening worden gevolgd. 

Wij hebben hier te maken met een verzameling methodes ter onderzoek 
van drinkwater. Deze methodes werden door de beide deskundige schrijvers 
gekozen, omdat zij daarmede de beste uitkomsten verkregen. Het werk stelt 
zich dus geen codificatie ten doel, evenmin het geven van een algemeen 
overzicht van het gehele vraagstuk en van de methodiek; het is dus geen 
codex, evenmin een handboek, maar het is geworden tot een betrouwbare 
gids, die zeker in de kringen, welke zich met wateronderzoek, om welke 
reden ook, bezig houden, zal worden gewaardeerd. 

Waar voor ons het bacteriologisch onderzoek de grootste belangstelling 
zal hebben, daar wijzen wij erop, dat op dit terrein de zo gewenste cenheid 
blijkbaar nog niet is bereikt. Wij lezen toch, dat het bacteriologisch water- 
onderzoek door beide instellingen, die onder één dak werken, niet geliik 
en gelijkvorming wordt uitgevoerd. Het onderzoek strekt zich uit over 
faecesbacterién (Eijkman, Schardinger), colibacterién (Mac Conkey), 
streptolococcen en aantal kiemen. 

Als bijzondere onderzoekingen worden vermeld: Bepaling van de 
weerstand bij filtratie; Bepaling van de troebelingsgraad; Onderzoek naar 
de ontijzerbaarheid en ontmanganing; Bepaling van het chloorbindend ver- 
mogen; Jodiumbepaling in water. 

Ten slotte is een hoofdstuk aan de beoordeling van de hoedanigheid 
van het water gewijd, dat wij met genoegen hebben gelezen, omdat de 
schrijvers daarin duidelijk, maar beknopt, de moeilijkheden belichten, welke 
zich daarbij kunnen voordoen. Op grond van hun uitgebreide ervaring 
hebben zij niet geschroomd hier en daar de knoop door te hakken, zodat 
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men hier een goede steun vindt bij het vormen van een eindoordee! bij 
de beoordeling van water van vaderlandse herkomst, te veel liet men zich, 
noodgedwongen, daarbij nog leiden door de gegevens uit het buitenland 
verstrekt. 

Wij durven het handige en degelijk bewerkte boekie ten volle aan te 
bevelen en wij twijfelen niet of schrijvers en uitgevers zullen voor hun 
arbeid voldoening vinden. 


de G. 


Paul de Kruif. Strijders voor het leven. Vertaling van J. N. Pauls. 
Van Holkema en Warendorf N.V., Amsterdam, 1934. 392 blz. 


Ik behoor niet tot de onverdeelde bewonderaars van de Kruif’s Men 
against Death. Ik ben zeker te nuchter om sommige melodramatische 
passages naar behooren te waardeeren. Dit neemt intusschen niet weg, dat 
ik eerbied heb voor de uitgebreide bronnenstudie van den schriiver en dat 
de lezing van het boekie mij verscheidene geboeide en leerzame uren heeft 
verschaft — in mijn leuningstoel. Want het is zeker niet bedoeld als schriif- 
tafel-studieboek en ik beschouw de uitdijing, die de Hollandsche uitgaaf 
heeft ondergaan, als een nadeel. 

Op het eerste gezicht lijkt de vertaling geslaagd. Maar, nadat ik twee 
hoofdstukken (VI en VII) nauwkeurig heb vergeleken, is mijn oordeel ge- 
wijzigd. Eerst enkele geneeskundige ketterijen. Het Engelsche woord 
»typhus” beteekent in het Hollandsch niet ,,typhus” (blz. 219 vert.), maar 
»vlektyphus”, een geheel andere ziekte. ,,Small-pox” en ,,great-pox” zijn 
niet ,,waterpokken” en ,,pokziekte” (blz. 231 vert.), maar ,,pokken” en 
»syDhilis”. ,,Bacil der vogelmalarie” (blz. 237 vert.) is een onjuiste ver- 
taling van ,,microbe of bird malaria”. De vertaler is wel heel kwistig met 
het woord bacil, maar ik geef toe, dat de Kruif het hem niet gemakkelijk 
maakt, door vaak te spreken van ,,bug”, soms van ,,microbe”’, soms van 
virus”. ,,Slides” en ,,coverslips” worden vertaald met ,,plaaties” en ,,dek- 
selties” (blz. 242 vert.), in plaats van ,,voorwerpglazen” en ,,dekglazen”. 

Een tweede categorie van fouten vindt haar oorsprong in vertalers 
onvoldoende kennis van het Engelsch. Enkele voorbeelden uit dezelfde 
hoofdstukken: ,,Ga jullie alsjeblieft weg” (blz. 208 vert.) is niet de juiste 
vertaling van: ,Go on with you” (blz. 167. Albatross). ,,Loop rond” of 
,»zanik niet zoo” is er dichter bij en bovendien een juister weergeven van 
de Kruif’s stijl. Even if you didn’t like parrots” (blz. 167. Alb.) beteekent 
niet: .,dat zou ook de meest vooringenomen liefhebber hebben toegegeven” 
blz. 208 vert.), maar: ,,zelfs voor dengene, die niet van papegaaien hield”. 
»The field of the highest power of his microscope” (blz. 197. Alb.) be- 
teekent allerminst ,,het brandpunt van het microscoop” (blz. 245 vert.). 
En dan, afgezien van deze onjuistheid, het verschil in taalschoonheid. De 
Amerikaansche tekst luidt: ,,Here in the dim greyness, the quivering uncer- 
tain dimess of the field of the highest power of his microscope was..... 
something”. De vertaler maakt ervan: ,,Daar, tusschen dat vage grijs, in 
den trillenden, onzekeren schemer in het brandpunt van den microscoop... 
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daar had je het!”. Niemand met eenig gevoel voor proza zal het groote 
verlies ontkennen. 

Only in part of these sick people (blz. 198 Alb.) beteekent niet: ,,alleen 
in sommige gedeelten der patiénten” (blz. 247 vert.), maar: ,,in sommigen 
der patiénten’”. 

Nog sterker komt het gebrek aan kennis van het Engelsch voor den 
dag, in het zonderlinge feit, dat de vertaler zinnen of zinsdeelen, waar hij 
bliikbaar geen weg mee weet, eenvoudig weglaat. Ik noem enkele van 
deze omissies: ,,It was nice that Shorty wasn’t in de red when they buried 
him” (blz. 172 Alb.). ,,Jake Paralysis does nothing but cause a funny 
dragging of the legs of drinkers of Jamaica ginger” (blz. 184 Alb.). ,,Till 
his hands must have heen numb holding the big bleeding pipettes” (blz. 191 
Alb.). 

De voorlaatste alinea van 4 regels op blz. 193 Alb., is in de vertaling 
(blz. 240) geheel weggelaten. 

Ik herhaal het, ik heb alleen twee hoofdstukken vergeleken. Voldoende 
om aan te toonen, dat er op de vertaling zooveel is aan te merken, dat 
ik haar van de hand moet wijzen. 

W. Aeg. T. 


Fig. 1. Zandkorrels met detritus massa 
van een verstopt filter. 


Fig. 2. Zandkorrels zonder detritus massa 
van een schoongemaakt filter. 


Fig. 3. Oppervlak van een drooggelegd filter met vele gaten door de visschen gemaakt. 
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Fig. 4. Filtervlies voor + 990/p uit 


pediastrum bestaande. 


Fig. 5. Filtervlies voor + 99 9% uit 
fragillaria en melosira en een paar 
exemplaren van closterium (?) bestaande. 
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Afb. II. Cavia, subc. in afgeb. poot 0,5 cc. Welch (24 uur) na 5 dg. 


Afb. III]. Huidnecrose na sube. inj. van 1,25 cc. Welch filtr. 


il 


al 
= 8 
a : > 


tht mig “en roitnatialic taal 


a 


— 


Fig.15 


Fig.16 


